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Résumé 

L'amidon est un polymère de glucose synthétisé par les plantes chez lesquelles il 
représente la principale forme de stockage d’énergie.  Il est localisé dans les plastes sous 
forme de grains insolubles.  L’amidon est composé principalement de deux polyglucanes, 
l'amylose, formé de chaînes linéaires et l'amylopectine, plus ramifiée, s’assemblent pour 
former le grain semi-cristallin. La synthèse de l'amidon implique l'action coordonnée de 
plusieurs enzymes, notamment les amidon synthases (SS), les enzymes de branchement 
(BE) et de débranchement (DBE). Parmi ces enzymes, la SS4 joue un rôle primordial dans 
l’initiation de la synthèse de l’amidon. SS4 est responsable de la régulation du nombre de 
grains d’amidon et de leur forme dans les chloroplastes. Chez Arabidopsis thaliana, les 
plantes mutantes dépourvues de SS4 produisent moins de grains par chloroplaste, et ces 
derniers sont plus gros et ronds par rapport aux grains lenticulaires observés chez les 
plantes sauvages. SS4 a été décrite comme étant l’enzyme principale impliquée dans 
l’initiation de la biosynthèse des grains d’amidon. 

Dans la plante, SS4 interagit avec d’autres protéines non enzymatiques pour former 
un complexe d’initiation. Parmi celles-ci, PII1 a été décrite comme impliquée également 
dans l’initiation. Les mutants dépourvus de pii1 présentent un phénotype similaire à celui 
des mutants SS4, avec un seul gros granule lenticulaire par chloroplaste, bien que ce 
phénotype soit moins sévère que celui du mutant ss4, qui présente des chloroplastes vides. 
Ces résultats suggèrent que PII1 est importante pour une initiation normale de la synthèse 
des grains d’amidon. PII1 fait partie du complexe d’initiation comprenant SS4, PTST2, PTST3, 
MFP1 et SS5. Toutes ces protéines contiennent des régions coiled-coils prédites suggérant 
des interactions protéine/protéine. PII1 ne possède ni activité catalytique ni domaine de 
fixation aux glucanes, ce qui suggère un rôle plutôt mécanique ou de régulation et 
probablement une implication dans l’initiation à travers l’interaction qu’elle forme avec SS4, 
PTST2 et SS5.  Il a été proposé que PII1 agisse spécifiquement sur la capacité de SS4 à 
contrôler le nombre d’évènements d’initiation de l’amidon et pourrait modifier sa 
conformation ou plus largement modifier la stabilité d’un complexe protéique incluant SS4 
et d’autres facteurs du complexe d’initiation. 

Ce projet de recherche vise à caractériser la fonction moléculaire et fonctionnelle de 
PII1 et de SS4 en utilisant des approches structurales biophysiques et biochimiques. 
L’objectif plus global est d’avancer dans la compréhension du mécanisme d’initiation de la 
biosynthèse de l’amidon. Les protéines PII1 et SS4 ont été exprimées chez E. coli. Des 
constructions tronquées ont été synthétisées afin de faciliter la purification et utilisées pour 
les études d’activités enzymatiques et analyses biophysiques, dont le dichroïsme circulaire. 
En parallèle, des analyses bio-informatiques ont été menées pour modéliser la structure 
des protéines seules et en complexe. Les résultats obtenus ont permis de décrire la 
structure de PII1 et de montrer qu’elle est capable d’inhiber l’activité synthase de SS4 et 
d’avancer dans la compréhension de son rôle dans les mécanismes moléculaires de 
l’initiation de la biosynthèse de l’amidon chez la plante. 
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Abstract 

Starch is a glucose polymer synthesised by plants, in which it is the main form of 
energy storage.  It is found in the plastids in the form of insoluble granules.  Starch is mainly 
composed of two polyglucans, amylose, which is made up of linear chains, and 
amylopectin, which is more branched, which combine to form the semicrystalline grain. 
Starch synthesis involves the coordinated action of several enzymes, in particular starch 
synthases (SS), branching enzymes (BE) and debranching enzymes (DBE). Among these 
enzymes, SS4 plays a key role in initiating starch synthesis. SS4 is responsible for regulating 
the number and shape of starch granules in chloroplasts. In Arabidopsis thaliana, mutant 
plants lacking SS4 produce fewer grains per chloroplast, which are larger and rounder than 
the lenticular grains observed in wild-type plants. 

 

In plants, SS4 interacts with other non-enzymatic proteins to form an initiation 
complex. Among these, PII1 has been described to be involved in initiation. Mutants lacking 
PII1 show a phenotype similar to that of SS4 mutants, with a single large lenticular granule 
per chloroplast, although this phenotype is less severe than that of SS4 mutants, which 
show empty chloroplasts. These results suggest that PII1 is important for the normal 
initiation of starch granule synthesis. PII1 is part of the initiation complex that includes SS4, 
PTST2, PTST3, MFP1 and SS5. All these proteins contain predicted coiled-coil regions 
suggesting protein-protein interactions. PII1 has neither catalytic activity nor a glucan-
binding domain, suggesting a mechanical or regulatory role and probably an involvement in 
initiation through the interaction it forms with SS4, PTST2 and SS5.  It has been proposed 
that PII1 acts specifically on the ability of SS4 to control the number of starch initiation 
events and could alter its conformation or, more broadly, the stability of a protein complex 
including SS4 and other factors in the initiation complex. 

 

This research project aims to characterise the molecular and functional function of 
PII1 and SS4 using biophysical and biochemical structural approaches. The overall aim is to 
improve our understanding of the initiation mechanism of starch biosynthesis. PII1 and SS4 
proteins were expressed in E. coli. Truncated constructs were synthesised to facilitate 
purification and used for enzymatic activity studies and biophysical analyses, including 
circular dichroism. In parallel, bioinformatics analyses were carried out to model the 
structure of the proteins alone and in complex. The results obtained have enabled us to 
describe the structure of PII1 and to show that it is capable of inhibiting the synthase activity 
of SS4, thereby advancing our understanding of its role in the molecular mechanisms 
involved in the initiation of starch biosynthesis in plants. 
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Avant-propos 

Avec une appétence pour la biologie, je me suis naturellement dirigée vers la licence 
Sciences de la vie à l’Université de Lille. Dès la deuxième année, j’ai choisi le parcours 
Biochimie pour me spécialiser dans l’étude de la fonction des molécules du vivant. J’ai 
également suivi l’option initiation à la recherche qui m’a permis d’approcher le monde de la 
recherche et qui m’a confortée dans le choix de faire une thèse de Biochimie. À la suite de 
ma licence, j’ai intégré le Master Chimie et sciences du vivant parcours sciences 
analytiques pour me spécialiser dans les techniques analytiques modernes employées 
pour la séparation et l’identification structurale des biomolécules. C’est au cours de ce 
master que j’ai pu découvrir notamment les approches de biologie structurale et 
biophysique enseignées par le Dr. Coralie Bompard. Mon attrait pour ces deux disciplines 
m’a poussée à effectuer mon stage de fin d’étude au sein de son équipe PlaStoPol. Cette 
équipe s’intéresse à l’élucidation des mécanismes du métabolisme de l’amidon et sa 
régulation. Mon stage portait sur la production d’une protéine impliquée dans l’initiation de 
la biosynthèse de l’amidon en vue de son étude structurale et qui constitue le projet de thèse 
proposé par le Dr. Coralie Bompard. À l'issue de ce stage, j’ai candidaté et obtenu une 
bourse de thèse auprès du concours de l’école doctorale de Biologie Santé de Lille en 
cofinancement avec la Région des Hauts-de-France. Ce projet de thèse s’inscrit donc dans 
la continuité de mes travaux de Master 2 et fait appel à de nombreuses disciplines de 
biologie moléculaire, biochimie, biologie structurale, biophysique et bio-informatique. Cette 
thèse multidisciplinaire fut un projet particulièrement complet d’un point de vue technique 
et captivant tout au long de mon doctorat. 
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Abréviations 

Aa Acide aminé 
ADPG  ADP-glucose 
AF AlphaFold 
AI Auto-induction 
AGPase   ADP glucose pyrophosphorylase 
AMY   α amylase 
At  Arabidopsis thaliana 
BAM  β amylase 
BE  Enzyme de branchement 
BSA Albumine sérum bovin 
CBM   Module de liaison aux sucres 
CC Coiled-coils  
CD  Dichroïsme circulaire 
DBE   Enzyme de débranchement 
DP   Degré de polymérisation 
DT  Domaine transmembranaire 
DTT Dithiothréitol 
DPE2   Disproportionating enzyme 2 
E.coli Escherichia coli 
ESV1    Early Starvation 1 
F6P  Fructose-6-phosphate 
FIP1   FTSH5 interacting protein 1 
G6P  Glucose-6-phosphate 
GBSS   Granule bound starch Synthase 
GFP   Green fluorescent protein 
GRAVY Moyenne Générale d’hydropathie 
GT  Glycosyl-transferase 
GWD   α-glucan water dikinase 
Hv Hordeum vulgare 
IEX Chromatographie d’échange d’ions 
ISA  Isoamylase 
IMAC Chromatographie d'affinité aux ions métalliques immobilisés 
IPTG Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
LB Lysogeny broth 
LESV   Like Early Starvation 1 
LSF2   Like starch excess four 2 
MEX1  Maltose excess protein 1 
MFP1   Mar binding filament like protein 1 
MOS   Malto-oligosaccharides 
Os   Oryza sativa 
PAE Predicted Aligned Error 
PCR Réaction en chaîne par polymérase 
PHS1   α-glucan phosphorylase 
Pi   Pyrophosphate 
PII1   Protéine impliquée dans l’initiation 1 
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pLDDT Predicted local distance difference test 
PTST   Protein Targeting to Starch 
PWD  Phosphoglucan water dikinase 
RuBisco  RuBP carboxylase 
RuBP Ribulose 1,5 bisphosphate 
RD  Domaine de dimérisation 
SDS-PAGE  Electrophorèse sur gel polyacrylamide en conditions dénaturantes 
SEC Chromatographie d’exclusion stérique 
SEX4  Starch excess 4 
SR Rayonnement synchrotron 
St Solanum tuberosum 
SSs  Amidon synthase 
TAT  Translocation de l’arginine jumelle 
TFE 2,2,2-Trifluoroéthanol 
WT  Type sauvage 
YFP  Yellow fluorescent protein 
3-PGA  3-phosphoglycérate 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

10 
 

Table des matières 

RESUME ............................................................................................................................................ 3 

REMERCIEMENTS ................................................................................................................................. 5 
AVANT-PROPOS ................................................................................................................................... 7 

ABREVIATIONS .................................................................................................................................... 8 
TABLE DES MATIERES ........................................................................................................................... 10 

TABLE DES FIGURES ............................................................................................................................ 13 

TABLE DES TABLEAUX .......................................................................................................................... 15 
PREAMBULE ..................................................................................................................................... 16 

INTRODUCTION ........................................................................................................................... 18 

CHAPITRE 1. CARACTERISTIQUES GENERALES DE L’AMIDON .......................................................................... 19 

1.1 Deux types d’amidon ............................................................................................................ 19 

1.2 L’amidon est composé de deux polyglucanes ........................................................................ 21 
1.3 Structure de l’amylose et de l’amylopectine ........................................................................... 22 

1.4 Morphologie des grains d’amidon .......................................................................................... 24 
CHAPITRE 2. METABOLISME DE L’AMIDON ................................................................................................ 26 

2.1 Généralités .......................................................................................................................... 26 

2.2 Synthèse du précurseur de glucose à partir de la photosynthèse ............................................. 28 
2.3 Les amidon synthases .......................................................................................................... 30 

2.3.1 Les amidons synthases possèdent des domaines communs ............................................................. 30 
2.3.2 L’amidon Synthase liée aux grains ..................................................................................................... 32 
2.3.3 Les amidons synthases solubles ....................................................................................................... 34 

2.4 Branchement des chaînes d’amylopectine ............................................................................ 35 
2.5 Débranchement des chaînes d’amylopectine ........................................................................ 37 

2.6 LESV et ESV1 sont impliquées dans la formation et la protection des grains d’amidon .............. 38 
2.7 Dégradation de l’amidon ....................................................................................................... 44 

CHAPITRE 3. INITIATION DE LA BIOSYNTHESE DE L’AMIDON ............................................................................ 46 

3.1 SS4 est une enzyme cruciale pour l’initiation des grains d’amidon ........................................... 46 
3.1.1 SS4 est impliquée dans la taille, la forme et l’initiation de la biosynthèse des grains d’amidon ........... 46 
3.1.2 SS4 n’est pas la seule enzyme capable d’initier ................................................................................. 48 
3.1.3 SS4 génère des amorces pour les autres amidon synthases .............................................................. 49 
3.1.4 Rôles distincts des domaines de SS4 dans l’initiation ........................................................................ 49 

3.2 Un complexe d’initiation impliquant des interactions protéine-protéine ................................... 51 
3.2.1 SS4 interagit avec plusieurs protéines dans le chloroplaste ............................................................... 51 
3.2.2 PTST2 apporte les MOS à SS4 et interagit avec PII1 ............................................................................ 54 
3.2.3 MFP1 localise le complexe aux thylakoïdes ....................................................................................... 55 
3.2.4 PII1 contrôle le nombre d’évènement d’initiation ............................................................................... 58 
3.2.5 Résumé et connaissances actuelles sur l’initiation ........................................................................... 60 



 

11 
 

OBJECTIFS .................................................................................................................................... 62 

MATERIEL ET METHODES .............................................................................................................. 64 

CHAPITRE 1. MATERIELS ET SOLUTIONS UTILISEES ....................................................................................... 65 
1.1 Souches bactériennes .......................................................................................................... 65 

1.2 Vecteurs .............................................................................................................................. 66 
1.3 Solutions d’usage courant .................................................................................................... 66 

1.4 Milieux de culture ................................................................................................................. 67 

CHAPITRE 2. PREPARATION DES PLASMIDES ET BACTERIES ............................................................................. 68 
2.1 Clonages ............................................................................................................................. 68 

2.2 Préparation des bactéries chimio-compétentes ..................................................................... 69 
2.3 Transformations bactériennes ............................................................................................... 70 

CHAPITRE 3. PREPARATION DES ECHANTILLONS PROTEIQUES ........................................................................ 70 
3.1 Induction des protéines ........................................................................................................ 70 

3.2 Lyses cellulaires ................................................................................................................... 73 

CHAPITRE 4. PURIFICATION DES ECHANTILLONS PROTEIQUES ........................................................................ 74 
4.1 Purification par chromatographie d’affinité sur ions métalliques immobilisés (IMAC) ................ 74 

4.2 Purification par chromatographie d’exclusion stérique (SEC) ................................................... 74 
4.3 Renaturation des corps d’inclusion ....................................................................................... 75 

CHAPITRE 5. IDENTIFICATIONS DES PROTEINES .......................................................................................... 76 

5.1 SDS-PAGE ........................................................................................................................... 76 
5.2 Western blot ........................................................................................................................ 76 

5.3 Spectrométrie de masse ....................................................................................................... 77 
CHAPITRE 6. ETUDE DE L’ACTIVITE DE SS4 ............................................................................................... 77 

CHAPITRE 7. ETUDE STRUCTURALE ET BIOPHYSIQUE .................................................................................... 79 

7.1 Dichroïsme circulaire ........................................................................................................... 79 
7.2 Etudes bio-informatiques ..................................................................................................... 80 

2.2.1 Analyse des séquences peptidiques.................................................................................................. 80 
7.2.2 Prédiction des structures secondaires .............................................................................................. 80 
7.2.3 Modélisation structurale assistée par intelligence artificielle ............................................................ 81 
7.2.4 Alignements multiples des séquences .............................................................................................. 83 
7.2.5 Prédiction coiled-coils ...................................................................................................................... 83 
7.2.6 Prédiction des résidus conservés ...................................................................................................... 83 

RÉSULTATS ................................................................................................................................... 84 
CHAPITRE 1. ANALYSE DE L’EXPRESSION DE PII1 ........................................................................................ 86 

1.1 Optimisation des conditions d’expression et de la solubilité de PII1 ......................................... 86 
1.1.1 Tests d’expression ............................................................................................................................. 86 
1.1.2 Expression de PII1-pET300 ................................................................................................................ 91 

1.2 Réalisation et expression des constructions tronquées de PII1 ................................................ 94 
1.2.1 Clonage des constructions tronquées ............................................................................................... 94 



 

12 
 

1.2.2 Tests d’expression ............................................................................................................................. 96 
1.2.3 Purification de PII1-H2H3 .................................................................................................................. 98 

CHAPITRE 2. ANALYSE DE L’EXPRESSION DE SS4 ..................................................................................... 103 

2.1 Clonage des constructions tronquées SS4 ........................................................................... 103 
2.2 Tests d’expression des constructions tronquées de SS4 ....................................................... 105 

2.3 Purification par chromatographie d’exclusion stérique .......................................................... 107 
CHAPITRE 3. FORMATION DU COMPLEXE PII1/ SS4 .................................................................................. 110 

3.1 Co-purification des constructions tronquées de SS4 et PII1 .................................................. 110 
3.1.1 Co-purification par affinité .............................................................................................................. 110 
3.1.2 Co purification par chromatographie d’exclusion stérique ............................................................... 112 

3.2 Co-expression de PII1 et SS4 .............................................................................................. 114 
3.2.1 Purification du complexe par affinité ............................................................................................... 114 
3.2.2 Purification du complexe par chromatographie d’exclusion stérique ................................................ 116 

CHAPITRE 4. ANALYSE STRUCTURALE .................................................................................................... 127 
4.1 Analyses bio-informatiques de la séquence de PII1 .............................................................. 128 

4.1.1 Analyse des propriétés physico-chimiques ..................................................................................... 128 
4.1.2 Prédiction des éléments de structure secondaire ............................................................................ 129 
4.1.3 Prédiction de coiled-coils ............................................................................................................... 130 
4.1.4 Prédictions structurales de PII1 ....................................................................................................... 131 
4.1.6 Analyse de l’alignement de séquence avec les orthologues ............................................................. 135 
4.1.7 Analyse de la structure des orthologues avec AlphaFold3 ................................................................ 137 
4.1.8 Analyse structurale de PII1-H2H3 par dichroïsme circulaire par rayonnement synchrotron ............... 138 

4.2 Prédictions structurales de SS4, SS5 et des complexes PII1/SS4 et PII1/SS5 .......................... 141 
4.2.1 Analyse de la structure de SS4 dans une forme monomérique ......................................................... 141 
4.2.2 Alignement de la région de dimérisation entre SS4 et SS5 ................................................................ 144 
4.2.3 Analyse de la structure de SS4, SS4Δ349 et SS5 sous forme dimérique ............................................ 145 
4.2.4 Prédiction structurale de l’interaction entre PII1 et SS4 .................................................................... 148 

4.3 Prédictions structurales de PTST2, PTST3, SS3 et MFP1 ........................................................ 149 
CHAPITRE 5. ETUDE ENZYMATIQUE DE PII1 ET SS4 ................................................................................... 153 

5.1 L’activité catalytique d’élongation de SS4 est fonctionnelle ................................................... 153 

5.2 PII1 inhiberait l’activité catalytique de SS4 ........................................................................... 156 

DISCUSSION ............................................................................................................................. 159 

PERSPECTIVES .......................................................................................................................... 169 

REFERENCES............................................................................................................................. 173 

ANNEXES .................................................................................................................................. 184 

 



 

13 
 

Table des figures 

Figure 1. Les deux types de plaste. ........................................................................................................... 20 

Figure 2. Chaînes de résidus de glucoses de l’amidon. .............................................................................. 22 

Figure 3. Organisation de la structure du grain d’amidon. .......................................................................... 24 

Figure 4. Morphologies des grains d’amidon. ............................................................................................ 25 

Figure 5. Résumé synoptique du métabolisme de l’amidon.  ..................................................................... 28 

Figure 6. Composition interne du chloroplaste. ......................................................................................... 28 

Figure 7. Structures prédites des amidon synthases.. ................................................................................ 31 

Figure 8. Structures prédites de GBSS et PTST1.. ....................................................................................... 34 

Figure 9. Structures prédites des enzymes de branchement d’Arabidopsis thaliana. ................................... 36 

Figure 10. Structures prédites des enzymes de débranchement. ............................................................... 37 

Figure 11. Phénotypes des grains d’amidon de la lignée sauvage et des lignées mutantes LESV et ISA. ....... 40 

Figure 12. Structure des protéines LESV et ESV1. ...................................................................................... 43 

Figure 13. Proposition du mécanisme d’action de LESV et ESV1. ............................................................... 44 

Figure 14. Phénotypes des grains et rosettes de la plante sauvage et du mutant ss4................................... 48 

Figure 15. Structure prédite de SS4. ......................................................................................................... 50 

Figure 16. Phénotypes des grains d’amidon des lignées SS4 et ss4.. .......................................................... 51 

Figure 17. Phénotypes des grains d’amidon des lignées mutantes et doubles mutantes des protéines 

intervenant dans l’initiation. ..................................................................................................................... 53 

Figure 18. Structure prédite de PTST2 et PTST3. ......................................................................................... 55 

Figure 19. Structure prédite de MFP1 impliquée dans l’initiation. ............................................................... 56 

Figure 20. Structure prédite de PII1 impliquée dans l’initiation. .................................................................. 58 

Figure 21. Interactions des protéines intervenant dans l’initiation. ............................................................. 60 

Figure 22. Expression et solubilité de PII1. ................................................................................................ 87 

Figure 23. Optimisation de l’expression de PII1 en fonction de la souche et du vecteur d’expression.. ......... 88 

Figure 24. Optimisation de l’expression de PII1 par auto-induction. ........................................................... 90 

Figure 25. Expression et caractérisation de PII1-pET300 produite dans BL21(DE3). .................................... 92 

Figure 26. Optimisation de la solubilité de PII1 par l’ajout d’additifs dans le tampon de lyse. ....................... 93 

Figure 27. Analyse structurale de PII1 et conception des constructions tronquées ..................................... 95 

Figure 28. Expression des constructions tronquées de PII1.. ..................................................................... 97 

Figure 29. Purification par chromatographie d’affinité de PII1-H2H3-pET300 sur colonne IMAC HisTrap Excel 5 

ml. .......................................................................................................................................................... 99 

Figure 30. Purification par chromatographie d’exclusion stérique de PII1-H2H3-pET300 sur colonne Superdex 

200 10/300 GL.. .....................................................................................................................................100 

Figure 31. Optimisation du choix du tampon d’élution pour la purification de PII1-H2H3 par chromatographie 

d’exclusion stérique sur Colonne Superdex 200 10/300 GL. .....................................................................101 



 

14 
 

Figure 32. Analyse SDS-PAGE de la purification par chromatographie d’affinité de SS4 pDest17 produite dans 

BL21(DE3). .............................................................................................................................................104 

Figure 33. Description schématique des constructions tronquées de SS4. ...............................................105 

Figure 34. Tests d’expression des constructions tronquées SS4 pETDuet. .................................................106 

Figure 35. Purification et caractérisation de SS4Δ349, SS4Δ403 et SS4Δ466. ............................................106 

Figure 36. Purification des constructions tronquées SS4 pETDUET par chromatographie d’exclusion stérique 

sur colonne Superdex 200 10/300 GL. .....................................................................................................108 

Figure 37. Expression des constructions tronquées PII1 et SS4 co-purifiées. .............................................111 

Figure 38. Co-purification de PII1-H2H3 et SS4∆349 (A,B,C) ou PII1-H2H3 et SS4Δ403 (D,E) par 

chromatographie d’exclusion stérique sur colonne Superdex 200 10/300 GL.  ..........................................113 

Figure 39. Purification du complexe PII1-SS4∆349 par affinité sur résine de Nickel. ...................................115 

Figure 40. Purification du complexe PII1-SS4∆349 par chromatographie d’exclusion stérique Superdex 200 

10/300 GL.. ............................................................................................................................................116 

Figure 41. Prédiction in silico des éléments de structure secondaire à partir de la structure primaire de PII1 

d’Arabidopsis thaliana avec (A) PSIPRED ( McGuffin et al 2000) et (B) Gor4 (J Garnier et al1996 ). ..............130 

Figure 42. Prédiction de coiled-coils à partir de la structure primaire de PII1 d’Arabidopsis thaliana avec 

MarCoil (Delorenzi and Speed, 2002). .....................................................................................................131 

Figure 43. Modèles de PII1 d’Arabidopsis thaliana calculés par (A) AlphaFold2 et (B,C,D) MassivFold. .......132 

Figure 44 . Modèles de (A) PII1 d’Arabidopsis thaliana et (B,C) PII1-H2H3 calculés par AlphaFold3.. ..........134 

Figure 45. Analyse des régions et résidus conservées chez PII1 d’Arabidopsis et les orthologues. ..............136 

Figure 46. Superposition des modèles AlphFold3 de la structure hélices H2 et H3 de PII1 avec ceux des 28 

orthologues calculés par AlphaFol3. .......................................................................................................137 

Figure 47. Purification et analyse SR-CD de PII1-H2H3. ............................................................................139 

Figure 48. Influence de l’augmentation de la quantité de TFE sur PII1-H2H3 par SR-CD.   ..........................140 

Figure 49. Modèles de SS4 calculés par (A) AlphaFold2, (B) MassivFold et (C) AlphaFold3. ........................142 

Figure 50. Superposition de la structure du domaine catalytique (GT1 et GT5) de SS4 résolue par 

cristallographie (en vert) avec le domaine catalytique et la région de dimérisation (RD) de SS4 calculée par 

AlphaFold3 (en bleu). .............................................................................................................................143 

Figure 51. Alignement de structure entre SS4 et SS5.. ..............................................................................144 

Figure 52. Modèles AlphaFold3 en dimère de (A) SS4, (B) SS4Δ349 et (C)SS5. ..........................................147 

Figure 53. Modèle de structure du complexe entre SS4 SS4Δ349 (vert) et PII1-H2H3 (magenta) par MassivFold.

 ..............................................................................................................................................................148 

Figure 54. Modèles AlphaFold3 de PTST2 (A), PTST3 (B), MFP1 (C) et SS3 (D). ...........................................150 

Figure 55. Caractérisation des activités d’élongation de SS4. ...................................................................154 

Figure 56. Zymogramme révélant l’effet de PII1-H2-H3 sur l’activité d’élongation de SS4349 et SS4Δ466..

 ..............................................................................................................................................................157 

Figure 57. Influence du rapport SS4Δ349/ PII1-H2H3 sur l’activité d’élongation de SS4.   ...........................158 

Figure 58. Proposition du mécanisme d’initiation de la biosynthèse du grain d’amidon chez la plante. .......168 



 

15 
 

Table des tableaux 

Tableau 1. Amorces nucléotidiques utilisées pour la construction des protéines tronquées de PII1. ........... 69 

Tableau 2. Récapitulatifs des conditions d’expression testées pour chaque construction protéique............ 72 

Tableau 3. Compositions des milieux auto-inductibles utilisés pour l’optimisation de l’expression et de la 

solubilité de PII1-pET300 dans BL21(DE3). ............................................................................................... 90 

Tableau 4.  Conditions d’expression et de purification utilisées pour l’expression PII1 entière.. ...................118 

Tableau 5. Conditions d’expression et de purification utilisées pour PII1-H2H3. ........................................119 

Tableau 6. Conditions d’expression et de purification utilisées pour PII1∆71, PII1∆101 et PII1-H1H2H3. ....120 

Tableau 7. Conditions d’expression et de purification utilisées pour la construction SS4∆349. ..................121 

Tableau 8. Conditions d’expression et de purification utilisées pour la construction SS4∆403. ..................122 

Tableau 9. Conditions d’expression et de purification utilisées pour la construction SS4∆466. ..................123 

Tableau 10. Conditions d’expression et de purification utilisées pour les co-purifications entre PII1-H2H3 et 

les constructions tronquées de PII1 et SS4. .............................................................................................124 

Tableau 11. Conditions d’expression et de purification utilisées pour les co-purifications entre les 

constructions tronquées de PII1 et SS4. ..................................................................................................125 

Tableau 12. Conditions d’expression et de purification utilisées pour le double clonage PII1- SS4∆349. .....126 

Tableau 13. Caractéristiques physico-chimiques et composition en acide aminés de PII1. .......................128 

Tableau 14. Orthologues de PII1 d’Arabidopsis thaliana utilisés pour l’alignement de séquence multiple. ..135 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

16 
 

Préambule 

Ce projet de thèse vise à étudier le rôle des protéines impliquées dans la biosynthèse 

de l’amidon à travers deux projets distincts. Le premier constitue la majeure partie de ma 

thèse et se concentre sur la protéine PII1, impliquée dans l’initiation de la biosynthèse de 

l’amidon. Le deuxième projet, auquel j’ai participé, porte sur les protéines LESV et ESV1, 

respectivement responsables de l’assemblage des molécules d’amylopectine dans le grain 

d’amidon et de sa protection contre une dégradation précoce. 

Le sujet principal de ma thèse repose sur la compréhension du mécanisme 

d’initiation de la biosynthèse de l’amidon chez Arabidopsis thaliana (At), en utilisant des 

approches biochimiques, biophysiques et structurales. L’objet de cette étude est la protéine 

PII1, protéine non enzymatique, dont le rôle dans l’initiation a été mis en évidence au 

laboratoire. PII1 interagit avec SS4, l’enzyme principale intervenant dans cette étape de la 

biosynthèse de l’amidon au sein d’un complexe multiprotéique d’initiation. L’étude du 

complexe PII1/SS4 et de l’influence de PII1 sur l’activité de SS4 ont également été réalisées 

dans ce travail.  

A mon arrivée au laboratoire, la structure du domaine catalytique de SS4 était 

connue et la protéine entière avait pu être exprimée dans plusieurs travaux précédents. 

Certains travaux non publiés au laboratoire suggéraient une protéolyse entre le domaine N-

terminal et le domaine catalytique C-terminal. Ces premiers essais d’expression de la 

protéine PII1 réalisés au laboratoire semblaient indiquer que, bien que difficile à produire, 

PII1 montrait des résultats encourageants quant à sa solubilité selon les conditions 

d’expression utilisées.  

Malgré tout, L’optimisation des conditions d’expression pour obtenir les protéines 

PII1 et SS4 sous une forme soluble, nécessitant la réalisation de constructions tronquées, 

a représenté plus de la moitié de mon travail de thèse. Des approches de modélisation 

moléculaire ont également contribué à la définition des constructions tronquées et à 

l’analyse de la structure de PII1 et du domaine N-terminal de SS4. 

Une fois ces constructions réalisées, la deuxième partie de ma thèse a été consacrée 

à leur purification et la caractérisation des protéines seules ainsi qu’à celle du complexe 

PII1/SS4. Ces échantillons protéiques ont également permis de tester l’activité enzymatique 
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des constructions tronquées de SS4 et de démontrer que PII1 inhibe cette activité. Ces 

travaux ont permis de progresser dans la compréhension des mécanismes moléculaires au 

cours de l’initiation de la biosynthèse de l’amidon. Ces travaux ont fait l’objet d’un article 

récemment soumis dans lequel je suis première auteure (Annexe 1). 

Le second projet portait sur l’étude des protéines LESV et ESV1 d’Arabidopsis 

thaliana. Ce travail constrituait le sujet de thèse de Rayan Osman (RO) au laboratoire, 

soutenue en juillet 2023. RO et moi avons beaucoup collaboré sur nos projets respectifs, 

notamment sur les collections de données sur plusieurs lignes de lumière du synchrotron 

SOLEIL et le traitement de ces données. Ces résultats ont fait l’objet d’une publication dans 

laquelle je suis deuxième auteure (Annexe 2).  

En dehors de mes travaux de thèse, j’ai enrichi ma formation scientifique par le biais 

d'un stage en bio-informatique sur AlphaFold et d’un workshop en biologie structurale 

(RéNaFobis) ainsi que par un congrès de Biologie Structurale Intégrative à Marseille où j’ai 

pu exposer mes travaux de thèse sous la forme d’un poster. 

Enfin, j’ai activement contribué à la vie de l’Université de Lille et du laboratoire, en 

participant aux projets de la fête de la science, en étant impliquée dans la médiation 

scientifique en tant qu’animatrice de deux stands à l’Xperium, vitrine scientifique de 

l’université (100h en trois ans) et ambassadrice des écoles. J’ai encadré deux stagiaires (M1, 

L3) et également participé à la vie institutionnelle en siégeant en tant que membre nommée 

au comité du département de biologie de la faculté de science et technologie de Lille. 
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Chapitre 1. Caractéristiques générales de l’amidon 

1.1 Deux types d’amidon 

 

L’amidon est le principal glucide de stockage chez les végétaux supérieurs. Il 

s’accumule sous forme de grains, insolubles dans l’eau, synthétisés dans les plastes 

(Meyer, 1883).  Les plastes sont des organites spécifiques des cellules végétales. On peut 

différencier deux types de plastes selon leur localisation et leur fonction in planta : les 

chloroplastes et les amyloplastes (Figure 1). Les chloroplastes, issus des tissus 

chlorophylliens comme les feuilles, permettent une mise à disposition immédiate de 

l’amidon. C’est ce qu’on appelle l’amidon transitoire. Les amyloplastes, quant à eux, sont 

présents dans les organes non photosynthétiques tels que les tubercules et les racines. Ils 

Ils assurent le stockage de l’amidon de réserve, qui est accumulé en grande quantité et sera 

mobilisé après la germination ou en cas de gel (Fincher, 1989).C’est ce qu’on appelle 

l’amidon de réserve.  

L’amidon transitoire est synthétisé durant la phase diurne à partir du carbone 

assimilé par la photosynthèse. La plante suit deux étapes majeures : d’abord l’initiation de 

l’amidon à partir des produits issus de la photosynthèse puis la biosynthèse proprement 

dite. La nuit, l’amidon est dégradé pour alimenter l’ensemble des tissus de la plante en 

saccharose et fournir le substrat nécessaire à la respiration des feuilles. 

Ce chapitre traite des généralités sur l’amidon. Le chapitre 2 abordera les différentes 

sous-étapes de la biosynthèse et la dégradation de l’amidon, tandis que le chapitre 3 

détaillera le sujet principal de ma thèse : l’étude de l’initiation. 
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Figure 1. Les deux types de plaste. L’amidon contenu dans les chloroplastes est appelé amidon transitoire 
tandis que l’amidon contenu dans les amyloplastes est appelé amidon de réserve. 

 

L’amidon constitue la principale source de calories utilisées dans l’alimentation 

humaine. De nombreux produits fabriqués à partir de l’amidon de réserve sont 

commercialisés à des fins alimentaires et non alimentaires (Ball et al., 1996). La France 

représente actuellement 30 % de la production européenne d’amidon, ce dernier étant 

produit essentiellement à partir de tubercules de pommes de terre. Il est prédominant dans 

deux secteurs : l’industrie alimentaire (56 % en boulangerie, pâtisserie, boissons, 

charcuterie) et non alimentaire (44 % en papeterie, cartons ondulés, pharmacie) (USIPA, 

2022 https://www.usipa.fr/chiffres-cles/). Par ailleurs, l’amidon joue un rôle 

particulièrement significatif dans la transition énergétique, où il est considéré comme une 

ressource renouvelable et biodégradable. En effet, la conversion de l’amidon en sucres 

fermentescibles permet la création de produits biosourcés tels que les bioplastiques et la 

production de bioéthanol (Smith, 2008).  

La région des Hauts-de-France constitue la première région productrice de pommes 

de terre avec plus de 61% de la production française en 2017, ce qui confère à la région une 

retombée économique importante et de nombreux emplois (Agreste Mars 2019). L’un des 

problèmes rencontrés par les producteurs est la conservation des tubercules à froid, ce qui 

https://www.usipa.fr/chiffres-cles/
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génère l’accumulation de sucres solubles et impacte la qualité organoleptique de l’aliment 

lors de la cuisson à haute température (Müller-Thurgau, 1882). La morphologie ou la 

structure moléculaire du grain influe sur les propriétés physico-chimiques applicables aux 

utilisations industrielles et peut donc influer sur la résistance au froid. Or la structure du 

grain est en partie établie durant le mécanisme de biosynthèse de l’amidon qui fait intervenir 

des protéines de l’initiation et de biosynthèse (Smith, 2008). Connaître le mécanisme 

général de la biosynthèse et de la dégradation de l’amidon permettra à terme d’améliorer les 

cultures à des fins alimentaires et non alimentaires. 

 

1.2 L’amidon est composé de deux polyglucanes 
 

L’amidon est un glucide complexe composé de polymères d’α-glucoses dont les 

deux principaux composants sont l’amylose et l'amylopectine.  L’amylose est le composé 

minoritaire, représentant de 18% à 33% du poids sec. L’amylopectine est le composé 

majoritaire représentant 72 à 82% du grain (Banks et al., 1975). On sait aujourd’hui que 

l’amylose n’est pas indispensable à la formation du grain d’amidon. L’absence d’amylose 

dans la plante conduit à un phénotype caractérisé par des grains « cireux », appelés alors 

waxy (Nelson and Tsai, 1964; Weatherwax, 1922).  

L’amylose et l’amylopectine sont constituées d’unités de glucose liées entre elles par 

des liaisons O-glycosidiques α-1,4 (Figure 2). Ces chaînes peuvent être ramifiées avec 

d’autres chaînes linéaires par des liaisons O-glycosidiques α-1,6 (Figure 2). Ces 

branchements représentent seulement 1 % de la structure de l’amylose contre 5 à 6 % pour 

l’amylopectine (Buléon et al., 1998; Hizukuri et al., 1981; Manners, 1989). 
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Figure 2. Chaînes de résidus de glucoses de l’amidon. Ces résidus sont liés par des liaisons α-1,4 et ramifiés 
par des liaisons α-1,6. 

 

D’autres macromolécules rentrent dans la composition de l’amidon, c’est le cas des 

protéines et des lipides représentant respectivement 0,1 à 0,7% et 1,5% du poids sec du 

grain d’amidon (Biliaderis, 1979; Morrison et al., 1984).  

 

1.3 Structure de l’amylose et de l’amylopectine 
 

L’amylose est décrite comme ayant une structure principalement linéaire et peu 

branchée dans laquelle les chaînes de glucose s’agencent sous la forme d’hélices simples. 

On estime son poids moléculaire entre 10⁵ et 10⁶ Da (Buléon et al., 1998). La localisation et 

le rôle de l’amylose dans le grain ne sont pas bien compris. On suppose que les chaînes 

d’amylose s’intercalent entre les molécules d’amylopectine (Jane et al., 1994).  

 

L’amylopectine est une structure plus complexe que l’amylose du fait de sa taille et 

de son organisation structurale. Ce polyglucane comporte entre 10⁵ et 10⁶ unités de glucose 

correspondant à un poids moléculaire d’environ 10⁷ Da (Manners, 1989). Les résidus de 

glucose forment des chaînes linéaires d’une longueur comprise entre 6 et > 100 résidus 

(Figure 3A).  On retrouve généralement trois groupes de chaînes qui se distinguent selon 

leur longueur (Figure 3B). La chaîne de type C, la plus longue, est celle qui se trouve au 

centre de la molécule et qui contient l’extrémité réductrice. Sur la chaîne de type C, vont se 

fixer d’autres chaînes de longueur intermédiaire (types B) par des liaisons α-1,6. Il existe 

trois sortes de chaîne de type B (B1, B2 et B3) qui varient selon le nombre de résidus de 
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glucose situés entre 10 et > 40 résidus. Les chaînes de type B3 sont les plus longues et sont 

ramifiées par les chaînes B2, plus courtes. Ensuite les chaînes B2 sont ramifiées par les 

chaînes B1 de longueur < B2. Enfin les chaînes B1 portent les chaînes de type A qui se 

situent à l’extrémité non réductrice de la chaîne d’amylopectine. Ces chaînes de type A sont 

les plus courtes, en moyenne 12 à 15 résidus, et ne contiennent pas de ramification 

(Bertoft, 1991; Hizukuri, 1986; Hizukuri et al., 1981). 

L’ensemble des chaînes linéaires de taille variable forme une structure en grappe 

(Figure 3B). Les chaînes linéaires, agencées parallèlement, vont s’associer pour former des 

doubles hélices qui vont à leur tour s’agencer en réseau organisé (Figure 3C). On distingue 

deux types d’organisation A ou B des doubles hélices aboutissant à deux types de système 

cristallin spécifique à un tissu végétal (Figure 3D).  Ainsi l’organisation selon le type A est 

retrouvée principalement dans l’amidon de réserve des céréales tandis que l’organisation 

selon le type B est retrouvée dans les tissus à forte teneur en eau, par exemple les feuilles 

ou les tubercules (O’Sullivan and Perez, 1999). Cet agencement en double hélice et 

structuration en grappe va créer une région cristalline qui, dans le grain, formera des 

couches (ou lamelles) cristallines concentriques (Figure 3E). D’autre part, les points de 

ramifications se retrouvent concentrés dans une région sans double hélice dite amorphe. 

C’est à ce niveau que logerait l’amylose. 

Les lamelles cristallines alternent avec les lamelles amorphes avec une périodicité 

de 9 à 10 nm et confèrent la caractéristique semi-cristalline du grain d’amidon (Jenkins and 

Donald, 1995). Les lamelles prennent naissance au centre du grain d’amidon, autour d’un 

point central qu’on appelle le hile, puis elles s’accumulent radialement depuis le hile vers 

l’extérieur du grain. C’est aussi à ce niveau que le grain commence à s’organiser puis à 

cristalliser. On observe généralement le hile au microscope polarisé sous la forme 

caractéristique de la croix de malte car les chaînes d’amylopectine s’agencent 

perpendiculairement à la surface (Jane et al., 1994). Le hile est observable principalement 

dans les grains issus des amyloplastes ou céréales. Les grains d’amidon issus des feuilles 

d’Arabidopsis thaliana par exemple, sont plats et ne possèdent donc pas de hile 

caractéristique. 
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Figure 3. Organisation de la structure du grain d’amidon. (A) L’amylopectine est composée d’unités de glucose 
liées par des liaisons α-1,4 et ramifiées par des liaisons α-1,6. (B) L’amylopectine contient trois types de chaînes 
de glucose de longueur variable formant une structure en grappe. (C) Deux chaînes de glucose agencées 
parallèlement s’associent en doubles hélices. (D) Les doubles hélices d’amylopectine sont compactées en 
cluster et arrangées en type A ou B selon l’interaction des molécules d’eau avec l’amylopectine.  (E) Les 
clusters de doubles hélices sont compactés au même endroit, formant une lamelle cristalline de 6 nm. Les 
lamelles cristallines alternent avec les lamelles amorphes de 3 nm constituées de l’ensemble des points de 
ramification. (F) L’alternance de ces lamelles cristallines et amorphes confère le caractère semi-cristallin au 
grain d’amidon et l’apparition d’anneaux de croissance. Figure adaptée de (Zeeman et al., 2010). 

 

1.4 Morphologie des grains d’amidon 

 

La taille des grains d’amidon peut varier de 1 µm à plus de 100 µm selon les espèces 

et les organes, avec des formes très variées (Figure 4) (Czaja et al., 1969). On retrouve par 

exemple de gros grains ronds de plus de 100 µm dans les tubercules de pomme de terres 

(moyenne de 40 µm) tandis que dans les feuilles d’Arabidopsis thaliana (At), les grains 

d’amidon sont beaucoup plus petits, généralement 2 µm de diamètre et de forme 

lenticulaire (Buléon et al., 1998; Zeeman et al., 2002). Certains grains sont de forme 

anguleuse ou sphérique, comme l’amidon de l’albumen de riz (Oryza sativa) ou de maïs 

(Zea mays). Chez le blé (Tricum aestivum), on observe également une distribution bimodale 

de grains avec la synthèse de gros granules de type A qui apparait 4 jours après l’anthèse et 

d’autres plus petits de type B, qui font leur apparitions 10 à 15 jours après l’anthèse (Jane 

et al., 1994).  
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Figure 4. Morphologies des grains d’amidon. Les grains d’amidon sont visualisés par microscope électronique 
à balayage. Figure adaptée de (Khalid et al., 2017).  amidotheque.cermav.cnrs.fr 

 

La morphologie du grain d’amidon pourrait être définie au départ de la croissance de 

la plante ou influencée par l’environnement dans lequel il est synthétisé. L’espace 

disponible dans le stroma pourrait influencer la taille des grains (Crumpton-Taylor et al., 

2012; Crumpton‐Taylor et al., 2013). Par exemple, dans les feuilles d’Arabidopsis, la 

synthèse des grains démarre à proximité des thylakoïdes. A cet endroit, la place disponible 

pour la synthèse d’un grain est restreinte et ne permet que la formation de petits grains 

(Bürgy et al., 2021; Gámez-Arjona et al., 2014). En revanche, dans les tubercules de 

pommes de terre, la place disponible pour la synthèse des grains d’amidon au sein des 

amyloplastes est plus importante par rapport à celle dans les feuilles d’Arabidopsis, ce qui 

permet la formation de grains plus gros. Récemment d’autres facteurs influençant la taille 

ou la forme du grain ont été identifiés. Il s’agit de protéines issues de la biosynthèse qui, 

lorsqu’elles ne sont pas exprimées dans la plante, altèrent le phénotype du grain (Gámez-

Arjona et al., 2014; Seung et al., 2018). Ces changements impactent également les 

propriétés physico-chimiques du grain qui peuvent être exploitées pour les applications 

industrielles de l’amidon (Apriyanto et al., 2022; Jobling, 2004).  
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Chapitre 2. Métabolisme de l’amidon 

2.1 Généralités 

 

Le métabolisme de l’amidon comprend une étape de biosynthèse et de dégradation 

des grains d’amidon. La biosynthèse de l’amylopectine comprend en elle-même cinq 

étapes :  

- l’initiation durant laquelle sont synthétisées les amorces qui vont servir de substrat pour 
les étapes suivantes ; 

- l’allongement des amorces pour former des chaînes linéaires de glucanes ; 

- la formation des points de branchement ; 

- la réorganisation des points de branchement ; 

Ces étapes se déroulent pendant le jour et aboutissent à la formation des grains d’amidon.  

La nuit, l’amidon est dégradé par des étapes de phosphorylation/déphosphorylation des 

chaînes puis par le débranchement et l’hydrolyse des chaînes de l’amylopectine.  

Toutes ces étapes nécessitent l’action de multiples enzymes et protéines qui 

agissent de façon concertée. Chaque protéine joue un rôle bien spécifique dont leur 

fonction dans la plante a été révélée en grande partie par la génétique inverse. Ces plantes 

mutantes voient l’expression d’un gène en particulier (codant pour une protéine spécifique), 

éteinte ou surexprimée afin d’identifier des différences phénotypiques entre la plante 

mutante et la plante sauvage. Ces différences s’observent notamment sur l’aspect 

physique général de la plante et sa croissance ou plus localement dans le chloroplaste en 

regardant l’aspect des grains d’amidon et leur composition en polyglucanes. De plus, le 

métabolisme décrit est principalement celui qui se produit dans les feuilles d’Arabidopsis, 

le modèle d’étude très utilisé en laboratoire. En revanche, la biosynthèse ainsi que la 

dégradation peuvent varier selon l’espèce végétale étudiée ou des tissus.  

Le rôle des enzymes de la biosynthèse sera détaillé dans ce chapitre mais un aperçu 

général des enzymes impliquées dans la synthèse et la dégradation de l’amidon est résumé 

dans la Figure 5.  
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Figure 5. Résumé synoptique du métabolisme de l’amidon. (A) Capture de l'énergie lumineuse : Le jour, les 
photons sont captés par les pigments photosynthétiques des thylakoïdes. Cette énergie est convertie en 
NADPH et ATP, utilisés dans le cycle de Calvin pour fixer le CO2 sur le ribulose 1,5-bisphosphate (RuBP) via 
l'enzyme RuBisCo, produisant du triose-phosphate. Ce dernier est exporté vers le cytoplasme pour être 
transformé en saccharose. (B)  Initiation de la biosynthèse de l'amidon : L'ADP-glucose, généré à partir du 
fructose-6-phosphate, un intermédiaire du cycle de Calvin, est utilisé par les amidon-synthases pour transférer 
les unités de glucose sur des amorces malto-oligosaccharidiques (MOS). La SS4 et plusieurs protéines non 
enzymatiques (PTST2, PTST3, MFP1, PII1) jouent un rôle crucial dans ce processus. (C) Allongement des 
chaînes d'amidon : La GBSS allonge les chaînes de MOS pour former l'amylose, tandis que les amidon 
synthases et les enzymes de branchement (BEs) et de débranchement (DBE) structurent l'amylopectine. LESV 
et ESV1 aident à organiser et protéger les grains d'amidon nouvellement synthétisés. (D) Dégradation nocturne 
de l'amidon : La nuit, la phosphorylation et déphosphorylation par GWD, PWD et SEX4 rendent l'amidon 
accessible aux DBE, β et α-amylases (BAM et AMY), qui le dégradent en MOS, maltose et maltotriose. Ces 
produits peuvent être réutilisés pour la synthèse d'amidon ou convertis en saccharose dans le cytosol. 
 
 

2.2 Synthèse du précurseur de glucose à partir de la photosynthèse 
 

La biosynthèse des grains d’amidon démarre avec la photosynthèse (Figure 5A). La 

photosynthèse est un processus biologique qui a lieu dans les chloroplastes et permet de 

convertir l’énergie lumineuse en énergie chimique à partir des tissus photosynthétiques des 

végétaux chlorophylliens (Figure 6).  Le carbone inorganique présent dans l’atmosphère est 

converti en carbone organique qui sera métabolisé par la plante pour sa croissance. 

 Elle comprend deux phases : une phase claire également appelée phase photochimique 

qui se déroule dans la membrane des thylakoïdes et une phase obscure ou non 

photochimique, qui n’a pas besoin de lumière et se déroule dans le stroma du chloroplaste 

à partir des produits issus de la phase claire.  

 

Figure 6. Composition interne du chloroplaste. 
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La lumière émet des rayonnements h𝜈 qui seront captés par des pigments 

(chlorophylles et caroténoïdes) contenus dans les membranes des thylakoïdes. Cette 

étape permet de convertir l’énergie lumineuse reçue en ATP et NADPH, H+. Puis ces deux 

composés seront utilisés dans le stroma du chloroplaste en vue de transformer le CO₂ 

atmosphérique en glucose selon l’équation suivante :  

6CO₂+ 6 H₂O → C₆H₁₂O₆ + 6O₂ 

  Cette étape fait appel à un ensemble d’enzymes au cours du cycle métabolique 

appelé le cycle de Calvin-Benson-Bassham (Calvin and Benson, 1948). Le CO₂ est absorbé 

par les stomates des tissus foliaires et incorporé dans le cycle de Calvin en se liant à une 

molécule acceptrice, le ribulose 1,5 bisphosphate (RuBP) par l’action de la RuBP 

carboxylase (RuBisCo). Il est réduit en triose-phosphates qui sont exportés vers le 

cytoplasme pour être métabolisés en saccharose redistribué dans tous les tissus comme 

source d’énergie et de carbone.  L’ADP-glucose (ADPG), le donneur de glucose est généré 

directement par la conversion du fructose-6-phosphate (F6P), un intermédiaire du cycle de 

Calvin, en glucose-6-phosphate (G6P) par la phosphoglucose isomérase (PGI) puis en 

glucose-1-phosphate (G1P) par la phosphoglucomutase (PGM1). L’ADPG 

pyrophosphorylase (AGPAse) catalyse ensuite la réaction du G1P et d’ATP en ADPG et 

pyrophosphate (Pi). Ces étapes sont réversibles. L’activité de l’AGPase est régulée par deux 

effecteurs allostériques qui jouent un rôle clé dans la biosynthèse de l’amidon. L’activité est 

augmentée en présence de 3-PGA (un intermédiaire du cycle de Calvin) et inhibée par la 

présence de Pi. La synthèse de l’ADPG peut également se faire à partir du saccharose 

synthétisé dans le plaste et exporté dans le cytosol.  

Dans l’albumen des graines de céréales, l’ADPG n’est pas plastidial mais exclusivement 

cytosolique et transporté dans l’amyloplaste pour la synthèse de l’amidon de réserve  

(Kirchberger et al., 2007).   

 

L’ADPG sert de substrat aux différentes enzymes intervenant dans l’initiation de la 

biosynthèse de l’amylose et de l’amylopectine (Leloir et al., 1961; Recondo and Leloir, 

1961). Le glucose est transféré sur les amorces de chaînes glycaniques linéaires pré-

existantes par les amidon-synthases (SSs).  
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Dans les mutants d’At, l’absence d’AGPase, de PGI ou de PGM1, bloque la synthèse de 

l’ADPG qui ne peut plus être utilisé par les SSs pour la synthèse de nouveaux grains (Bahaji 

et al., 2011). De plus, l’AGPase permet de réguler le métabolisme de l’amidon sous stress 

osmotique ou lumineux en contrôlant le flux de carbone (Ballicora et al., 2000; Hendriks et 

al., 2003). Cependant, le rôle de l’AGPase dans l'ajustement à court terme (amidon 

transitoire) et long terme (amidon de réserve) du taux de synthèse de l'amidon n’est pas clair. 

 

2.3 Les amidon synthases 
2.3.1 Les amidons synthases possèdent des domaines communs 

 

Chez les végétaux supérieurs, les SSs catalysent le transfert d’unité de glucose à 

partir de l’ADPG, à l’extrémité non réductrice d’une amorce malto-oligosacharidique (MOS) 

linéaire ou ramifiée pour former l’amylose et l’amylopectine (Figure 5C). Il existe six classes 

de SSs que l’on peut diviser en deux groupes :  

- Granule Bound Starch Synthase (GBSS), liée au grain d’amidon, responsable de la 

biosynthèse de l’amylose (Shure et al 1983); 

- Soluble Starch Synthases (SS1, SS2, SS3, SS4, SS5) responsables de la synthèse de 

l’amylopectine. Chez certaines espèces comme le maïs, on retrouve plusieurs 

isoformes désignées généralement par « a « ou « b ». Chez la pomme de terre on 

retrouve également l’isoforme SS6 (Helle et al., 2018; Yu et al., 2012). SS5 

contrairement aux autres ne possède pas d’activité enzymatique.  

 

Les amidon synthases contiennent une région catalytique commune très conservée et 

située à l’extrémité C-terminale (Figure 7).  
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Figure 7. Structures prédites des amidon synthases. (A) structure des domaines prédits des amidon synthases 
d’Arabidopsis thaliana (At). En bleu : les peptides de transit au chloroplaste prédits. En vert : les domaines 
coiled-coils prédits (C). En Jaune : les domaines de liaisons aux sucres (CBM). En noir : les domaines de 
glycosyl transferase 5 (GT5). En rouge : les domaines glycosyl transferase 1 (GT1). Figure adaptée de Pfister & 
Zeeman, 2016. (B) structure du domaine catalytique d’AtSS4 résolue par cristallographie par Nielsen et al 
2018.  La protéine a été cristallisée avec de l’ADP, du maltose et de l’acarbose (représentation en sticks verts) 
situés au niveau du site actif entre les deux domaines GT. En jaune : le motif KXGGL conservé chez les amidon-
synthases responsables de l’interaction avec l’ADPG. La figure a été réalisée avec PyMOL avec la structure 
AtSS4 (Code 6GNE) déposée dans la banque de données protéiques (PDB). 

 

Les SSs contiennent deux sous-domaines d’activité glycosyltransférase (GT1 et GT5) et 

de type Rossmann (CAZY). Le repliement de Rossman est constitué d'un feuillet β de 6 brins 

parallèles liés à deux paires d'hélices α dans l'ordre β–α–β. Ces deux sous-domaines sont 

reliés par une région charnière. Le site actif se trouve entre ces deux sous-domaines. Il a été 

proposé que GT1 se lie du substrat donneur (ADPG) et GT5 se lie au substrat accepteur 

(MOS)(Qasba et al., 2005).  SS5, est la seule SS qui ne contient pas de GT1. Elle est donc 

considérée comme non catalytique (Abt et al., 2020).  Les glycosyltransférases catalysent 

le transfert des groupes glycosylés de l’ADPG vers un accepteur nucléophile avec rétention 

de configuration. La structure de ce domaine catalytique est représentée Figure 7B à partir 

de la structure résolue du domaine catalytique de la protéine AtSS4 (Nielsen et al., 2018).  

D’autres structures du domaine catalytique ont été résolues dans l’orge (Hordeum 

vulgare) pour HvSS1 (Cuesta-Seijo et al., 2016) et dans le riz pour OsGBSS1 (Momma and 

Fujimoto, 2012). Ces protéines possèdent toutes un motif K-X-G-G-L conservé qui sert de 

site de liaison à l’ADPG (Furukawa et al., 1990). Pour reproduire cette interaction et les 

stabiliser, les protéines ont été cristallisées avec un substrat ADPG et du maltose (pour 

https://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%A9lice_alpha
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Ordre_topologique&action=edit&redlink=1
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AtSS4) ou maltotriose (pour HvSS1). AtSS4 a également été cristallisée avec de l’acarbose, 

un inhibiteur de la glucosidase utilisé comme mimétique d’accepteur de glucose (Figure 

7B). La liaison à l’ADP se fait par des liaisons hydrogènes (Figure 7B). Les auteurs ont mis 

en évidence deux résidus conservés qui pourraient servir de liaison avec les sucres (le 

tryptophane 688 et la phénylalanine 754).  

Les domaines N-terminaux des SSs ne sont pas conservés et diffèrent en longueur 

et en composition. Les SSs possèdent également un peptide de transit prédit de longueur 

variable permettant l’adressage au chloroplaste. Ce domaine N-terminal contient 

principalement des hélices agencées en coiled-coils (CC) (Figure 7) et des CBM. On 

observe chez SS4, des domaines CC situés entre 204 et 466 acides aminés. Ces CC sont 

connus pour être impliqués dans les interactions protéines-protéines. Dans les 

mécanismes de biosynthèse, les SSs interagissent avec une voire plusieurs protéines pour 

former des hétérocomplexes ou homocomplexes (Burkhard et al., 2001). La SS3 possède 

trois domaines de liaison aux sucres (CBM53) prédits et qui servent à la liaison de la 

protéine avec les chaînes d’amylopectine ou les MOS. Enfin, SS4 et SS5 ont été récemment 

décrites avec une région qui sert à sa dimérisation, appelée région de dimérisation RD et 

située entre le domaine N-terminal et C-terminal (Figure 14) (Abt et al., 2020; Raynaud et 

al., 2016).  

 

2.3.2 L’amidon synthase liée aux grains 

 

La GBSS est la protéine majoritaire contenue dans le grain d’amidon où elle 

représente 85% du total des protéines associées aux grains (Echt and Schwartz, 1981) Elle 

allonge les chaînes de glucanes en rajoutant des unités de glucoses à l’extrémité non 

réductrice par des liaisons en α-1,4 à partir de l’ADPG (Leloir et al., 1961; Rongine De Fekete 

et al., 1960). Le mécanisme de ramification des chaînes linéaires de glucane de l’amylose 

n’est pas encore clair mais on suggère qu’il pourrait être effectué par les Enzymes de 

Branchement (BE) non pas situées dans le stroma mais plutôt liées aux grains (Tetlow, 

2004). De plus, il a été montré que, in vitro, la GBSS peut utiliser l'amylopectine et les MOS. 

L'amylopectine sert non seulement de substrat à la GBSS, mais agit également comme un 
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effecteur de cette enzyme, accélérant ainsi l'élongation des MOS (Denyer et al., 1999; 

Seung et al., 2015).  

  Toutefois, la biosynthèse de l’amylose n’est pas indispensable à la formation du 

grain d’amidon. En effet, chez le maïs, la plante mutante qui ne produit pas la GBSS 

responsable de la synthèse de l’amylopectine montre un phénotype normal du grain 

d’amidon mais sans amylose (Sprague et al., 1943). La formation du grain est strictement 

liée à la biosynthèse de l'amylopectine. 

Chez Arabidopsis thaliana, une autre protéine est requise pour la synthèse de 

l’amylose, il s’agit de la Protein Targeting to Starch (PTST1). PTST1 est une protéine 

plastidiale non enzymatique qui interagit avec la GBSS (Seung et al., 2015). Les protéines 

PTST appartiennent à la famille des « protéines ciblant l’amidon » et contiennent trois 

membres : PTST1, PTST2et PTST3. Ces deux dernières servent à cibler l’amylopectine 

pendant l’initiation et seront décrites dans le chapitre 3.   

PTST1 interagit physiquement avec la GBSS via une région CC présente dans sa 

structure et dans celle de la GBSS (Figure 8) pour former un complexe protéine-protéine 

stable. Le prédicteur de CC COILS a prédit une petite région située en C-terminal de la GBSS 

pouvant être impliquée dans l’interaction avec PTST1 (Hélice orange sur la Figure 8). Sur la 

structure prédite de la GBSS par AlphaFold (AF), la région se traduit par une petite hélice de 

14 acides aminés (Seung et al., 2015) (Figure 8). PTST1 contient en plus un CBM48 qui 

permet la localisation correcte de la GBSS au grain. En l’absence de PTST1, les mutants 

d’Arabidopsis n’accumulent pas de GBSS dans les grains d’amidon et la plante produit 

moins d’amylose (Seung et al., 2015). Ces résultats démontrent qu’au cours de la 

biosynthèse, les SSs interagissent avec d’autres protéines de la biosynthèse de l’amidon, 

même sans activité catalytique.  
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Figure 8. Structures prédites de GBSS et PTST1. (A) Les domaines prédits de GBSS (haut) et PTST1 (bas) avec 
les coiled-coils (en orange) prédits par le programme COILS. (B) Modèles AlphaFold2 de GBSS (gauche) et 
PTST1 (droite). L’hélice de GBSS impliquée dans les CC est colorée en orange. Le CBM de PTST1 impliqué dans 
la liaison avec les sucres est coloré en rouge. TP = peptide de transit, CC = coiled-coils, CBM = module de 
liaison aux sucres. Adaptée de (Seung et al., 2015) 

 
 

2.3.3 Les amidons synthases solubles 

 

Les études montrent que chaque SS a une affinité spécifique pour leur substrat en 

fonction de son degré de polymérisation (DP). L’absence de l’une d’elles dans la plante 

altère significativement la structure finale de l’amylopectine (Delvallé et al., 2005; Zhang et 

al., 2008, 2005). Ainsi SS1 allonge préférentiellement les chaînes courtes de DP 6 ou 7 

(Delvallé et al., 2005). SS2 catalyse l’élongation des chaînes moyennes de DP 13 à 20 

(chaînes A et B1 Figure 3B) (Zhang et al., 2008) permettant la formation des doubles hélices. 

Chez les céréales comme le maïs, on a identifié deux isoformes (SS2a et SS2b). SS2a 

permet d’allonger les chaînes de 6 à 10 résidus en une chaîne de longueur intermédiaire de 

12 à 25 résidus. Le rôle de SS2b n’est pas connu (Harn et al., 1998; Zhang et al., 2005). SS3 

participerait à la synthèse de longues chaînes B plus longues entre DP 25 et DP 35 et 

permettrait également d’assurer la synthèse d’amidon en absence de SS4 (Szydlowski et al., 

2009).  
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SS4, n’a pas d’influence sur la structure de l’amylopectine (Roldán et al., 2007; 

Szydlowski et al., 2009). La protéine a été décrite comme étant un facteur important pour 

contrôler le nombre et la forme des grains d’amidon dans les chloroplastes (Roldan et al., 

2007). Elle agit en amont des autres SSs au niveau de l’étape d’initiation des grains d’amidon 

plutôt que dans l’allongement des chaînes de glucanes (Malinova et al., 2017; Roldán et al., 

2007). Elle n’agit pas seule mais semble impliquée dans un complexe multiprotéique 

favorisé par la présence de CC (Liu et al., 2009; Seung et al., 2017; Tetlow et al., 2008; 

Vandromme et al., 2019). Enfin, SS5 a été récemment caractérisée comme étant non 

canonique contrairement aux autres isoformes. Elle n’interagirait pas directement avec les 

glucanes mais est impliquée dans l’initiation (Abt et al., 2020; Abt and Zeeman, 2020). 

Les protéines SS4, SS3 et SS5 impliquées dans les mécanismes de l’initiation seront 

détaillées dans le chapitre 3.  

 

2.4 Branchement des chaînes d’amylopectine 

 

La deuxième classe d’enzyme qui intervient dans la biosynthèse de l’amidon 

concerne les Enzymes de Branchement (BEs pour Branching Enzymes). Les BEs 

appartiennent à la famille des α-amylases (CAZY). Ces enzymes hydrolysent la liaison ɑ-1,4 

d’un glucane et transfèrent la chaîne glycanique libérée vers une autre chaîne linéaire par 

une liaison ɑ-1,6 (Mouille et al., 1996; Myers et al., 2000) (Figure 5C). De ce fait, les BEs 

génèrent des substrats supplémentaires pour les SSs. Le placement des points de 

branchement est crucial pour la structure de l’amylopectine mais le mécanisme de 

distribution reste incompris. Les BEs possèdent une région N-terminale contenant un 

CBM48, une région centrale composée d’un domaine α-amylase catalytique (AMY) et un 

domaine C-terminal typique de la famille des α-amylases (Figure 9). 
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Figure 9. Structures prédites des enzymes de branchement d’Arabidopsis thaliana. En bleu : les peptides de 
transit au chloroplaste. En Jaune : les domaines de liaisons aux sucres (CBM48). En noir : les domaines α-
amylases catalytiques (AMY). En Bleu : Les domaines C-terminaux tout  conservés dans la famille des α-
amylases. Figure adaptée de (Pfister and Zeeman, 2016). 

 

 
Il existe deux classes d’enzyme de branchement, BE1 et BE2 (qui existe en deux 

isoformes BE2a et BE2b). Les BE1 transfèrent préférentiellement des chaînes plus longues 

que les BE2. Deux isoformes BE2 (BE2a, BE2b) sont présentes dans l’albumen de maïs 

(Boyer and Preiss, 1978; Fisher et al., 1993; Gao et al., 1997). L’absence de BE2b conduit à 

une réduction des chaînes courtes d’amylopectine et une augmentation de chaînes plus 

longues (Boyer and Preiss, 1978; Fisher et al., 1993). Chez Arabidopsis, on retrouve 

également deux isoformes BE de type II (BE2.2 et BE2.1) possédant une fonction 

redondante (Dumez et al., 2006). La perte simultanée de BE2.2 et BE2.1 chez Arabidopsis 

entraîne une perte totale de l’activité BE et les plantes doubles mutantes ne produisent plus 

d’amidon. A la place, une grande quantité de maltose s’accumule dans le chloroplaste 

(Dumez et al., 2006). Une troisième classe putative de BE (BE1) a été identifiée par 

homologie de séquence chez Arabidopsis (30% avec BE1 et BE2) mais cette isoforme 

n’intervient pas dans le métabolisme de l’amidon (Dumez et al., 2006). 

Bien que les mécanismes moléculaires ne soient totalement compris, les BEs et les 

SSs peuvent former des complexes transitoires impliqués dans la voie de biosynthèse 

(Grimaud et al., 2008; Tetlow, 2004). D’autres complexes ont été identifiés dans les 

amyloplastes des céréales révélant des interactions fonctionnelles entre SS1 et SS2 et les 

enzymes de branchement BE2  (Ahmed et al., 2015; Crofts et al., 2015; Liu et al., 2009; 

Tetlow et al., 2008). L’activité de chaque enzyme prise indépendamment ne permet pas 

d’expliquer en totalité les mécanismes de biosynthèse de l’amidon. L’association de 
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plusieurs enzymes en complexe transitoire permet à la fois la colocalisation et l’action 

concertée (et certainement une régulation) de plusieurs activités enzymatiques qui pourrait 

expliquer la régulation spatio-temporelle et l’efficacité de ce mécanisme complexe. 

 

2.5 Débranchement des chaînes d’amylopectine  

 

  Les enzymes de débranchement (DBE pour DeBranching Enzymes) contiennent 

deux classes d’enzymes : les limite-dextrinase (LDA) et les isoamylases qui présentent trois 

isoformes (ISA1, ISA2, ISA3) (Hussain et al., 2003)(Hussain et al 2003). Les DBE 

appartiennent à la famille des glycosyl hydrolases (GH 13) (CAZY). Elles hydrolysent les 

liaisons ɑ- 1,6 de l’amidon et éliminent des points de branchements surnuméraires, ce qui 

permet l’homogénéisation de leur répartition au sein des molécules d’amylopectine (Figure 

5C). Cette étape aboutit à une disposition alternant les points de branchement et les 

doubles hélices de façon régulière dans les chaînes d’amylopectine. Cette organisation 

permet la cristallisation des grains (Delatte et al., 2005; Myers et al., 2000).  

Les glycosyl hydrolases partagent un domaine central α-amylase (AMY) et un CBM48 

(Figure 10). Ces protéines sont adressées aux chloroplastes via un peptide de transit.  

 

  

Figure 10. Structures prédites des enzymes de débranchement. Les enzymes de débranchement contiennent 
les isoamylases ISA et limite dextrinase LDA. En bleu : peptide de transit aux chloroplastes. En jaune : domaine 
de liaison aux sucres (CBM 48). En noir : domaine catalytique de glycosyl-hydrolase (AMY). En rouge : domaine 
PFam (DUF) de fonction inconnue. At : Arabidopsis thaliana. Figure adaptée de (Pfister and Zeeman, 2016). 
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ISA1 et ISA2 forment un complexe hétéromultimérique (Delatte et al., 2005; 

Wattebled et al., 2005). Les lignées dépourvues en ISA1 ou ISA2 montrent une 

désorganisation de l’amylopectine et une accumulation de polysaccharides solubles 

branchés de façon aléatoire appelés phytoglycogènes du fait de leur organisation proche 

de celle du glycogène, source de glucide des eucaryotes (James et al., 1995; Nakamura et 

al., 1996; Pan and Nelson, 1984).  

Le phytoglycogène, possède des chaînes plus courtes et plus ramifiées et serait 

donc la forme soluble de l’amylopectine, avant l’action de ISA1 et ISA2. La présence de 

points de branchements au sein de la molécule empêche les molécules d’amylopectine de 

s’associer en double hélices et de s’organiser pour former un grain semi-cristallin. Cela 

démontre le rôle important des DBEs dans la formation des grains semi-cristallins (Streb et 

al., 2009).  Deux autres protéines non enzymatiques, ESV1 et LESV, ont récemment été 

découvertes et jouent également un rôle dans la transition de phase de l’amylopectine, de 

sa forme soluble vers sa forme solide dans le grain (LESV) et dans le maintien de son 

intégrité au cours de la phase diurne (ESV1) (Feike et al., 2016; Liu et al., 2023; Osman et 

al., 2024). 

 

2.6 LESV et ESV1 sont impliquées dans la formation et la protection des 

grains d’amidon  

 

Early Starvation 1 (ESV1) et Like Early Starvation 1 (LESV) ont été découvertes 

récemment chez Arabidopsis (Feike et al., 2016; Liu et al., 2023; Malinova et al., 2018). Ces 

protéines, présentes dans le stroma du chloroplaste et liées aux grains d’amidon, jouent des 

rôles distincts : LESV intervient dans la transition de phase de l’amylopectine, tandis 

qu’ESV1 protège les grains nouvellement synthétisés de la dégradation précoce par les β/α-

amylases (Liu et al., 2023; Osman et al., 2024). 

Le renouvellement de l’amidon se produit la nuit, l’amidon est converti en 

saccharose selon un rythme presque linéaire, de sorte qu’environ 95% de l’amidon est 

consommé à l’aube. Ce rythme s’adapte à la durée du jour, optimisant le flux de carbone 
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pour la croissance de la plante. Quand la durée du jour diminue, les réserves disponibles en 

amidon sont régulées de façon à ne pas être épuisées avant la fin de la nuit (Gibon et al., 

2004).  

Le mutant esv1 présente un phénotype avec une altération du renouvellement de 

l’amidon. Les réserves d’amidon sont épuisées 2h avant l’aube, entraînant une famine 

nocturne précoce et les grains présentent également une dégradation précoce pendant la 

phase diurne (Feike et al., 2016). esv1 présente aussi une altération de la structure des 

grains d’amidon mais pas de la structure de l’amylose et l’amylopectine.  La surexpression 

de ESV1 dans la plante entraine une accumulation d’amidon et la présence de grains 

d’amidon beaucoup plus gros que dans les plantes sauvages. L’ensemble de ces 

observations ont conduit à proposer qu’ESV1 joue un rôle dans la protection des grains et 

la prévention de leur dégradation précoce (Feike et al., 2016; Liu et al., 2023; Osman et al., 

2024).  

Nous avons vu dans la section 2.5 que l’absence de ISA1 induit une accumulation 

de phytoglycogène, un glucane soluble qui n’a pas cristallisé (Figure 11A). Avant la 

découverte des protéines ESV1 et LESV, il était admis que la cristallisation des molécules 

d’amylopectine se faisait spontanément par un processus physique impliquant l’auto-

organisation de l’amylopectine après l’action de ISA1 et ISA2 (Feike et al., 2016), les mutants 

isa présentant une accumulation de phytoglycogène soluble et seulement quelques petites 

particules cristallisées (Liu et al 2023). L’implication de LESV dans ce processus a été 

démontrée dans l’étude des doubles mutants isa/lesv dans laquelle la formation des grains 

est altérée (Feike et al., 2016), dans des études de complémentation d’isa par LESV (Liu et 

al., 2023) et dans des études de spécificité de reconnaissance LESV/Glucanes (Osman et 

al., 2024). 

Le phénotype de lesv est différent de esv1. Il ne présente pas d’altération de la 

dégradation nocturne de l’amidon mais accumule dans un nombre restreint de 

chloroplastes (5%) de tous petits grains insolubles et de petites particules potentiellement 

solubles (Figure 11B gauche). Le triple mutant isa1/isa2/lesv provoque la perte totale 

d’amidon insoluble au profit du phytoglycogène qui montre une action concertée entre les 

deux protéines dans le mécanisme de compaction des chaînes d’amylopectine dans les 

grains (Figure 11B droite).  Enfin, la surexpression de LESV entraîne une polynucléation de 
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l’amylopectine qui se traduit par l’augmentation du nombre de grains d’amidon dans le 

chloroplaste (Figure 11C gauche). La surexpression de LESV dans le contexte de plantes 

mutantes isa1/isa2 présente un phénotype analogue montrant que LESV est capable de 

compenser l’absence de isa et de cristalliser des molécules d’amylopectine polybranchées 

(Figure 11C droite). L’ensemble de ces données indique que LESV favorise la transition de 

phase de l’amylopectine vers la formation de grains solides au sein du chloroplaste. LESV 

et ESV1 occupent des rôles distincts mais semblent être fonctionnellement liées (Liu et al., 

2023).  

 
Figure 11. Phénotypes des grains d’amidon de la lignée sauvage et des lignées mutantes LESV et ISA. Les 
feuilles d’Arabidopsis thaliana ont été récoltées à la fin de la journée et les grains ont été observés par 
microscopie électronique à transmission. Barre à 2µm. WT : lignée sauvage. OX : lignées surexprimées. Les 
flèches blanches indiquent les grains insolubles tandis que les flèches rouges indiquent les grains solubles 
sous forme de phytoglycogène. Figure adaptée de (Liu et al., 2023). 
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Des résultats récents que nous avons obtenus au laboratoire montrent que si LESV 

et ESV1 interagissent avec l’amylopectine, seule LESV interagit avec le phytoglycogène, 

suggérant que LESV puisse intervenir en amont ou de manière concomitante avec ISA1/ISA2 

dans l’assemblage semi-cristallin de l’amylopectine (Osman et al., 2024). 

ESV1 et LESV sont des protéines non enzymatiques. L’analyse de leur structure 

primaire n’a pas permis d’identifier de domaine catalytique connu ni de domaine CBM 

(Figure 12A gauche) (Feike et al., 2016). Leurs extrémités N-terminales sont de longueurs 

différentes, plus courte chez ESV1 (141/426 aa) que chez LESV (309/578 aa) et ont une 

structure prédite désordonnée. En revanche, leurs domaines C-terminaux sont très 

conservés entre eux et chez leurs orthologues (Feike et al., 2016). Ce domaine contient des 

séquences répétées riches en résidus tryptophane et aromatiques qui alternent avec des 

acides aspartiques ou glutamiques. La présence de ces séquences répétées, contenant 

des acides aminés connus pour interagir avec des glucanes tout au long du domaine, 

pourrait constituer une région spécifique de la fixation de longues chaînes de glucanes 

(Kofler and Freund, 2006).  

L’analyse du modèle AlphaFold2 (AF2)(Jumper et al., 2021) montre que le domaine 

C-terminal est composé d’un feuillet β de 70 Å de long, constitué de 16 brins antiparallèles 

(Figure 12B) (Liu et al., 2023). Les résidus aromatiques et acides forment quatre lignes 

parallèles espacées de 14 Å et alternées perpendiculaires aux brins β (deux lignes 

aromatiques, deux lignes acides) et dont les chaînes latérales émergent sur chaque face du 

feuillet (Liu et al., 2023). Cet espacement entre les alignements de résidus aromatiques 

correspond au diamètre d’une double hélice d’amylopectine (Buléon et al., 1998). Un 

modèle de complexe avec l’amylopectine, calculé à partir des modélisations AF2, montre 

que l’hélice s’emboîte parfaitement entre les deux lignes de résidus de tryptophane. Ce 

domaine riche en résidus aromatiques constitue un nouveau domaine de fixation aux 

glucanes, ayant une affinité spécifique pour les doubles hélices d’amylopectine (Figure 

12C) (Liu et al., 2023). 
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Figure 12. Structure des protéines LESV et ESV1. (A) à gauche : Séquence des protéines ESV1 et LESV avec les 
domaines conservés riches en tryptophane (bleu) et riches en proline (jaune). Les protéines sont adressées 
au chloroplaste par un peptide de transit (cTP, vert). A droite : Modèle ab initio du domaine N-terminal de LESV 
calculé à partir de données SAXS à l'aide du logiciel BUNCH. Le domaine C-terminal conservé est représenté 
en cartoon et le modèle du domaine N-terminal est représenté sous forme de sphères (une sphère par résidu 
d'acide aminé) (Osman et al 2024). (B) Prédiction de structure de ESV1 et LESV par AlphaFold colorée selon 
l’indice de confiance de la modélisation (pLDDT). Les résidus aromatiques (Trp, Tyr et Phe en rose) forment des 
chaînes parallèles entre elles et perpendiculaires au feuillet β. Ces chaînes sont espacées de 14Å. Les résidus 
acides (Asp et Glu en jaune) forment également une chaîne de résidus acides parallèle aux chaînes 
aromatiques. Deux chaînes de résidus acides sont également espacées de 14Å environ. (C) Modèle proposé 
par bio-informatique d’une chaîne d’amylopectine alignée sur les chaînes aromatiques du feuillet β de ESV1. 
Figure adaptée de Osman et al., 2024 et Liu et al., 2023. 

 

Le domaine N-terminal de ESV1 est très court. En revanche, les études SAXS 

réalisées sur LESV entière montrent que les régions N-terminales s’enroulent autour du 

domaine C-terminal, et jouent probablement un rôle dans la spécificité de reconnaissance 

du phytoglycogène par la protéine  (Figure 12A droite) (Osman et al., 2024).  

Nous avons pu montrer par des expériences de biochimie et de microscopie à fluorescence 

que la présence de ESV1 protège les grains d’amidon de la digestion par une α-amylase 

(Osman et al., 2024).  

L’ensemble de ces résultats a permis de proposer un mécanisme d’action pour LESV 

et ESV1 dans la biosynthèse des grains d’amidon décrit Figure 13 : LESV favorise la transition 

de phase des doubles hélices d’amylopectine de la forme soluble à la forme cristalline en 

interagissant avec les glucanes via son domaine riche en tryptophanes. Guidées par LESV, 

les doubles hélices s’arrangent parallèlement et à équidistance entre elles, entrainant la 

nucléation en blocs d’hélices d’amylopectine et favorisant leur cristallisation. La protéine 

ESV1 agirait en aval de LESV pour stabiliser la matrice des grains de novo afin de restreindre 

l’accès des activités hydrolytiques des enzymes qui dégradent les glucanes (Liu et al., 2023, 

Osman et al., 2024).  
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Figure 13. Proposition du mécanisme d’action de LESV et ESV1. Figure adaptée de Liu et al., 2023, Ball et al., 
1996, Khalid et al., 2017. 

 

2.7 Dégradation de l’amidon 

 

Dans cette partie, nous décrirons les mécanismes de dégradation de l’amidon qui 

est illustrée dans la Figure 5D. Le taux de dégradation de l'amidon est déterminé en fonction 

de la durée de la nuit, optimisant ainsi l'apport en carbone pour la croissance pendant les 

heures d'obscurité. Par conséquent, il est lié au cycle diurne et donc à la synthèse de 

l’amidon. La voie de dégradation diffère selon les espèces et les organes végétaux (Zeeman 

et al., 2007).   

Elle permet de libérer des glucanes solubles à partir de l’amidon dégradé. Ces 

glucanes seront convertis en une forme linéaire de MOS puis hydrolysés en maltose. 

Certains de ces MOS ou maltoses seront réutilisés par les enzymes de la biosynthèse de 

l’amidon. Certains maltoses seront exportés hors des plastes pour alimenter la plante après 

sa conversion en saccharose par plusieurs étapes. La dégradation implique un large 

éventail d’enzymes : des β et α-amylases (BAM et AMY), des DBE (principalement les 

isoamylases ISA3) et des enzymes de phosphorylation et déphosphorylation (α-Glucan 



 

45 
 

water dikinase (GWD), phosphoglucan water dikinase (PWD),Starch Excess 4 (SEX4) et Like 

Starch Excess Four 2 (LSF2). 

La dégradation des grains d'amidon débute par l’action des dikinases GWD et PWD. 

Elles transfèrent le β-phosphate de l’ATP sur des résidus de glucoses de l’amylopectine aux 

positions C6 et C3 pour permettre aux protéines AMY, BAM et ISA d’accéder aux doubles 

hélices d’amylopectine déstabilisées par l’ajout des groupements phosphate (Monroe and 

Storm, 2018; Ritte et al., 2006; Streb et al., 2009; Zeeman et al., 2004). Ensuite, les BAM, 

des enzymes exo-hydrolytiques, coupent une liaison α-1,4 sur deux à partir de l’extrémité 

non réductrice pour libérer du β-maltose (Kaplan et al., 2006). Arabidopsis possède neuf 

gènes de β-amylases (BAM1 à 9) (Fulton et al., 2008). L’enzyme de déramification, 

l’isoamylase, intervient quant à elle pour hydrolyser les points de ramification, α-1,6 et 

génère de longues chaînes linéaires d’amylopectine, qui seront converties en maltose et 

maltotriose (Pfister and Zeeman, 2016; Streb et al., 2009). En parallèle, les chaînes 

d’amylopectine déstabilisées par phosphorylation sont également déphosphorylées par 

d’autres enzymes afin de les rendre accessible aux enzymes de dégradation. Les glucanes 

sont ainsi déphosphorylés en positions C6 et C3 par SEX4 et en position C3 par LSF2 

(Kötting et al., 2009; Santelia and Zeeman, 2011). Cette alternance de 

phosphorylation/déphosphorylation permet de déstabiliser la surface du grain et le rendre 

accessible aux hydrolases.  

Enfin, Les MOS, maltose et maltotriose seront soit repris pour la synthèse d’un 

nouveau grain d’amidon soit pourront être exportés par des transporteurs spécifiques tels 

que le transporteur de maltose 1 (MEX1) hors du chloroplaste dans le cytosol pour la 

conversion en saccharose.  
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Chapitre 3. Initiation de la biosynthèse de l’amidon  

3.1 SS4 est une enzyme cruciale pour l’initiation des grains d’amidon  

 

AtSS4 a été caractérisée pour la première fois par (Roldán et al., 2007) comme étant 

l’enzyme majeure de l’initiation, permettant de créer des précurseurs glycaniques qui 

pourront être utilisés par les autres SSs (Figure 5B). Des études de génétique inverse sur les 

mutants ss4 (Columbia-0 et Wassilewskija) ont permis d’avancer dans la compréhension 

de sa fonction. Ces deux mutants présentent des phénotypes altérés de la plante sauvage 

(WT ; type sauvage) au niveau du nombre, de la morphologie des grains d’amidon et de la 

croissance de la plante.  

 

3.1.1 SS4 est impliquée dans la taille, la forme et l’initiation de la 

biosynthèse des grains d’amidon 

 

La première différence phénotypique de ss4 par rapport au WT s’observe sur la 

croissance de la plante. ss4 présente un retard de croissance qui se traduit par des feuilles, 

appelées rosettes, plus petites et plus pâles (Roldán et al., 2007) (Figure 14B). Ce retard de 

croissance s’explique par une accumulation d’ADPG qui n’a pas été utilisé pour la synthèse 

amidon. L’accumulation d’ADPG dans le mutant ss4 suggère que les autres SSs ne peuvent 

pas l’utiliser pour la synthèse du grain. Ce phénotype montre l’importance de la SS4 pour la 

croissance normale de la plante. Cela met en évidence que cette isoforme est impliquée 

dans l’étape d’initiation en amont de l’action des autres SSs dans la synthèse du grain. 

La deuxième différence montre l’importance de la SS4 dans le contrôle du nombre 

du grain d’amidon dans le plaste. Les chloroplastes des rosettes matures de ss4 

contiennent 0 seul voire 1 grain par plaste contre 4 à 7 grains dans le WT (Roldán et al., 2007) 

(Figure 14A) et les jeunes rosettes ne contiennent quant à elles pas d’amidon (Crumpton‐

Taylor et al., 2013). De plus les rares grains observés au microscope électronique à 

transmission présentent une cavité en zone centrale, évoquant une défaillance dans 

l’initiation de la synthèse du grain.  
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Cette baisse du nombre de grains n’est a priori pas due à l’accumulation d’ADPG.  

Premièrement, l’exposition à la lumière continue des plantes mutantes ss4 a permis de 

restaurer le nombre de grains presque à la normale mais aucune diminution du taux d’ADPG 

n’a été observée (Malinova et al., 2017). Deuxièmement, dans les doubles mutants 

ss4/dpe2 (Disproportionating enzyme) ou ss4/phs1 (α-glucan phosphorylase), protéines 

impliquées dans la conversion du maltose et dans la dégradation phosphorolytique des 

chaînes de glucose respectivement, on observe une diminution du nombre de grains par 

rapport au WT sans qu’il y ait d’accumulation d’ADPG (Malinova et al., 2018, 2017). PHS1 a 

été décrite avec un rôle possible dans le métabolisme des MOS au sein des plastes et 

contribue à la fois dans la synthèse et la dégradation de l’amidon. SS4 interagirait par ailleurs 

avec PHS1 mais la fonction de cette interaction pour la synthèse des grains n’est pas bien 

comprise (Malinova et al., 2018).  

La taille et la forme des grains d’amidon de ss4 sont aussi modifiées par rapport au 

WT. Les grains ss4 sont plus gros, passant de 1-2 μm pour le WT à 3-5 µm et sont gonflés 

alors qu’ils sont de forme lenticulaire dans le WT (Roldán et al., 2007; Vandromme et al., 

2019)(Figure 14A et Figure 16A). Bien que, ces changements de taille puissent être liés à 

l’espace disponible dans le chloroplaste, la morphologie est néanmoins bien définie par 

SS4 (Crumpton-Taylor et al., 2012; Crumpton‐Taylor et al., 2013). En effet, cet aspect gonflé 

du grain n’est pas retrouvé dans d’autres mutants impliqués dans l’initiation 

(pii1,mfp1,ptst2 et ptst3). Ces mutants seront décrits dans la partie 3.2. SS4 influence donc 

également la morphologie du grain.  

Enfin, la comparaison de ss4 avec les mutants des autres isoformes de SSs renforce 

l’idée que SS4 agit pendant l’initiation. Contrairement à ss4, les mutants ss1, ss2 et ss3 ne 

présentent pas de changement de forme et du nombre de grains mais présentent, en 

revanche, une altération de la structure de l’amylopectine qui n’est pas observée dans le 

mutant ss4.  
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Figure 14. Phénotypes des grains et rosettes de la plante sauvage et du mutant ss4. (A) Phénotypes des grains 
d’amidon de chloroplastes de feuilles sauvages (Columbia-0) et mutants ss4 par microscopie électronique à 
balayage. Les flèches jaunes indiquent la position des grains d’amidon. Figure adaptée de Seung et al 2018. 
(B) Rosettes colorées à l’iode des feuilles (Columbia-0) et Atss4. Atss4, accumule moins de grains d’amidon 
en comparaison à la lignée sauvage. Figure adaptée de Seung et al., 2018. 

 

3.1.1 SS4 n’est pas la seule enzyme capable d’initier 

 

En l’absence de SS4, on observe encore dans certains chloroplastes la présence 

d’un grain montrant que l’initiation n’est pas conditionnée uniquement par la présence de 

SS4. Le double mutant ss3ss4 montre un phénotype encore plus aberrant que le simple 

mutant ss4 avec une absence presque totale de grains par chloroplaste et la croissance de 

la plante encore plus affectée que dans le mutant ss4 (Szydlowski et al., 2009). SS3 serait 

donc capable d’initier la synthèse des grains de façon partielle en utilisant l’ADPG mais ne 

permet pas autant d’évènements d’initiation que SS4. Cette enzyme pourrait être 

responsable de l’initiation des quelques grains encore observés dans le mutant ss4. 
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3.1.2 SS4 génère des amorces pour les autres amidon synthases 

 

SS4 est la première enzyme à intervenir dans la biosynthèse du grain parmi les SSs, 

ce qui suggère que celles-ci ne sont pas capables d’utiliser les amorces de court DP 

générées de novo dans le chloroplaste. A partir de ces amorces, SS4 va générer une pré-

amylopectine reconnaissable par les autres SSs. Cependant, le substrat exact de SS4 fait 

encore débat.  

Il existe des points d’incompréhension concernant l’origine des MOS dans le 

chloroplaste. La formation des MOS peut prendre son origine de deux façons selon que les 

chloroplastes possèdent ou non des grains déjà synthétisés. Lorsque la plante possède des 

grains déjà présents, les MOS proviennent pour la plupart de la dégradation des grains, par 

l’action des DBE et des amylases. La dégradation des grains crée un pool important de MOS 

réutilisables par les SSs. Cependant, lorsqu’il n’y a pas encore eu d’initiation dans un 

chloroplaste exempt de grain, la synthèse de novo des MOS n’est pas connue.  

Chez les mammifères, le glycogène nécessite la présence de la glycogénine, pour 

être synthétisé. Cette glycosyltransférase a la particularité de s’auto-glucosyler et de se lier 

de manière covalente avec un court oligosaccharide ((Barengo et al., 1975; Lomako et al., 

1988). Chez les plantes, il n’existe pas de preuve de la présence de fonction de type 

glycogénine qui pourrait initier la synthèse de l’amidon. 

Le maltose a été décrit comme étant le plus petit accepteur possible utilisé par les 

SSs, là où le glucose et l’ADPG ne peuvent pas être utilisés comme tels  (Brust et al., 2014). 

Il pourrait alors servir d’amorce pour l’initiation.  

 

 

3.1.4 Rôles distincts des domaines de SS4 dans l’initiation 

 

SS4 est une protéine de 117 kDa composée de 1040 acides aminés, avec un 

domaine N-terminal (acide aminé 1 à 466) et un domaine C-terminal (467 à 1040) (Figure 

15).  
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Figure 15. Structure prédite de SS4. SS4 comporte un domaine N-terminal composé d’un peptide de transit 
(TP, vert), de quatre régions prédites structurées en coiled-coils (orange) et d’un domaine de dimérisation 
(violet, RD). Le domaine C-terminal contient le domaine catalytique composé de deux domaines glycosyl 
transferases 1 et 5 (GT1 et GT5). Selon Raynaud et al., 2016. 

 

Le domaine catalytique de SS4, très conservé parmi les SSs, contient un site actif 

situé entre les domaine GT1 et GT5 (Cf chapitre 2.3) (Lombard et al., 2014; Nielsen et al., 

2018). Il permet le transfert d’une molécule de glucose issue de l’ADPG vers l’extrémité non 

réductrice d’une chaîne linéaire par un mécanisme de rétention de configuration.  

Le domaine N-terminal de AtSS4 n’est pas conservé parmi les SSs mais conservé 

parmi les orthologues de SS4 (Lu et al., 2018). Il contient un peptide de transit de 42 résidus 

chez Arabidopsis. De plus, Raynaud et al., 2016 ont décrit quatre régions CC prédites et une 

région qui servirait à la dimérisation de SS4 (RD) d’environ 50 acides aminés, conservée 

parmi les orthologues et requise pour la formation des homodimères (Figure15) (Raynaud 

et al., 2016). 

Le domaine N-terminal est impliqué dans la détermination de la morphologie des 

grains d’amidon dans le chloroplaste. Les grains d’amidon ont été observés pour deux 

lignées transgéniques exprimant soit uniquement le domaine N-terminal de SS4 (SS4-Nter) 

soit uniquement le domaine C-terminal (SS4-Cter) fusionnés avec une protéine 

fluorescente (YFP) (Figure 16) (Lu et al., 2018). Les grains de la lignée SS4-Cter sont plus 

gros mais tout aussi nombreux que la lignée sauvage.  Cependant, les grains présentaient 

une forme arrondie, caractéristique du mutant ss4. Les grains des lignées SS4-Nter 

présentent un phénotype (1 seul gros grain arrondi) similaire à la lignée ss4, montrant que 

d’une part la région N-terminale n’a pas d’effet sur la biosynthèse et d’autre part qu’elle 

influence la forme du grain (Lu et al., 2018). Ces travaux montrent également le rôle du 

domaine C-terminal catalytique dans le contrôle du nombre de grains par chloroplaste. 

Plus important encore, ces travaux indiquent que la morphologie du grain d’amidon est 

définie pendant l'étape d'initiation. 
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Figure 16. Phénotypes des grains d’amidon des lignées sauvage SS4 et ss4. Adaptée des résultats de Lu et al., 
2018. 

 

La région N-terminale est nécessaire pour la localisation correcte de SS4 dans le 

chloroplaste. SS4 est localisée sous forme de spots au bord des grains d’amidon et non pas 

dans le stroma (Gámez-Arjona et al., 2014; Szydlowski et al., 2009). Lorsque la partie N-

terminale seule de SS4 est exprimée, la localisation n’est pas affectée tandis que dans SS4-

Cter la protéine est présente de façon diffuse dans le stroma du chloroplaste (Lu et al., 

2018). Il a été montré récemment que la localisation de SS4 est due à son interaction avec 

une autre protéine non enzymatique (MFP1) localisée dans la membrane des thylakoïdes. 

Le rôle de MFP1 sera décrit dans la partie suivante. 

 

3.2 Un complexe d’initiation impliquant des interactions protéine-

protéine 

 

3.2.1 SS4 interagit avec plusieurs protéines dans le chloroplaste 

 

Le rôle de SS4 à lui seul ne suffit pas pour expliquer la fréquence et la localisation 

des mécanismes d’initiation. La présence de CC a conduit à l’hypothèse selon laquelle la 

protéine SS4 aurait des partenaires d'interaction protéique. Pour tenter de mieux 

comprendre ces mécanismes, des recherches de partenaires ont été entreprises.  

Dans un premier temps, deux homologues de PTST1 dans le génome d’Arabidopsis, 

PTST2 et PTST3 ont été identifiés par immunoprécipitation en utilisant SS4 comme protéine 

marquée (Seung et al., 2017). Ces deux protéines servent à l’initiation correcte des grains 

dans les chloroplastes et sont prédites avec un domaine CC accolés à un CBM48 

permettant de se lier aux MOS. 
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Dans un deuxième temps, deux autres protéines non enzymatiques ont été 

identifiées par immunoprécipitation avec PTST2 comme protéine marquée ou par criblage 

en double hybride avec SS4 comme protéine appât (Seung et al., 2018; Vandromme et al., 

2019). Il s’agit des protéines PII1 et MFP1. Ces deux protéines ont été désignées 

respectivement comme permettant la régulation des évènements d’initiation et la 

localisation aux membranes de thylakoïdes. Ces protéines ne contiennent ni domaine 

catalytique, ni domaine de fonction connue mais présentent des régions CC prédites.  

En l’absence de PTST2, PTST3, MFP1 ou PII1, les chloroplastes n’accumulent 

presque aucun grain d’amidon (Seung et al., 2018; Vandromme et al., 2019). Ces 

recherches révèlent que la formation d’un complexe multiprotéique est essentielle à 

l’initiation correcte des grains d’amidon.  

La Figure 17 résume les caractéristiques physiques des grains issues des mutants 

d’Arabidopsis thaliana en comparaison avec la lignée sauvage. Chaque mutant sera décrit 

dans le chapitre correspondant.
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Figure 17. Phénotypes des grains d’amidon des lignées mutantes et doubles mutantes des protéines intervenant dans l’initiation. Les chloroplastes sont observés sur des 
sections de feuilles colorées au bleu de toluidine. Barre à 10µm. Les grains sont observés au microscope optique à l’exception des mutants ss3, pii1ss3 et pii1ss4 qui sont 
observés en microscopie confocale.  Figure adaptée de Vandromme et al., 2024, Abt et al., 2020, Seung et al., 2017, 2018 et Crumpton-Taylor et al., 2016
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3.2.2 PTST2 apporte les MOS à SS4 et interagit avec PII1 

 

PTST2 et PTST3 ont été identifiées par des analyses phylogénétiques à partir de la 

séquence de PTST1 (Seung et al., 2017). PTST2 est conservée parmi les autres espèces. Il 

existe un orthologue de PTST2, FLO6, chez le riz et l’orge connu pour être impliqué dans 

l’initiation. La mutation flo6 provoque une diminution du nombre de grains d’amidon. Dans 

l’albumen des graines, FLO6 interagit également avec ISA1 mais cette interaction n’est pas 

retrouvée chez Arabidopsis (Peng et al., 2014; Saito et al., 2018; Seung et al., 2017).  

 

PTST2 et PTST3 possèdent un CBM48 et une région CC (Figure 18). Il a été montré 

qu’avec son CBM, PTST2 interagit préférentiellement avec des MOS qui ont tendance à 

adopter une structure secondaire hélicoïdale (au moins 10 unités de glucose) (Seung et al., 

2017). PTST2 pourrait se lier principalement aux doubles hélices d’amylopectine. 

L’interaction entre PTST2 et SS4 a été vérifiée par immunoprécipitation sur des extraits de 

feuilles (Seung et al., 2017). Cependant, un nombre très faible de peptides de SS4 a été 

reconnu dans l’interaction ce qui pourrait signifier que SS4 interagirait de façon transitoire 

avec PTST2 au cours de l’initiation (Seung et al., 2017). PTST2 semble indispensable à 

l’initiation du nombre de grains car le mutant ptst2 ne contient qu’un seul grain par 

chloroplaste comme le mutant ss4 (Figure 17). En revanche, la forme lenticulaire de ces 

grains et la croissance de la plante restent inchangées par rapport à la plante sauvage.  

 Ainsi, on pense que PTST2 amène le substrat à la SS4 (qui ne possède pas de CBM). 

Cependant, si PTST2 se lie aux doubles hélices d’amylopectine, même courtes, des 

questions subsistent quant à la façon dont SS4 initie la synthèse du grain lorsqu’aucune 

double hélice n’est présente (Seung et al., 2018). Ces doubles hélices associées à SS4 par 

l’intermédiaire de PTST2 pourraient faciliter la cristallisation des chaînes de glucanes au 

niveau du hile du grain (Seung and M. Smith, 2018).  
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Figure 18. Structure prédite de PTST2 et PTST3. En vert : peptide de transit (TP). En bleu : domaines coiled-coils 
prédits (CC). En violet : module de liaison aux sucres (CBM48). Figure adaptée de Seung et al., 2018. 

 

PTST2 et PTST3 interagissent également ensemble mais contrairement à PTST2, 

PTST3 n’est pas conservée chez les graminées et son rôle dans la plante serait partiellement 

redondant à celui de PTST2 (Seung et al., 2018). Le mutant ptst3 présente un phénotype 

moins marqué que celui du mutant ptst2, avec une réduction plus faible du nombre de 

grains d’amidon, généralement deux grains par chloroplaste (Seung et al., 2018). Par 

contre, le double mutant ptst2/ptst3 contient moins de grains que dans les mutants simples 

ce qui semble montrer que les deux protéines sont importantes pour l’initiation et que PTST3 

peut compenser partiellement la perte de PTST2 (Figure 17).  

 

Enfin, PTST2 a été identifiée en interaction avec deux autres partenaires : PII1 et 

MFP1.  L’interaction avec PII1 a été révélée par immunoprécipitation avec un plus grand 

nombre de peptides identifiés par rapport à l’interaction entre PTST2 et SS4, ce qui pourrait 

signifier une interaction plus stable (Seung et al., 2018). Cependant, la fonction de cette 

interaction au sein du complexe d’initiation n’est pas connue. Enfin, PTST2 nécessite la 

présence de MFP1 qui établit l’emplacement correct de PTST2 dans le chloroplaste.  

 

3.2.3 MFP1 localise le complexe aux thylakoïdes 

 

La MAR-binding Filament like Protein 1 (MFP1) est décrite comme étant une protéine 

non enzymatique qui facilite la localisation des protéines d’initiation au niveau des 

membranes des thylakoïdes (Sharma et al., 2024). MFP1 est exclusivement localisée du 

côté stromal des membranes des thylakoïdes (Jeong, 2003). PTST2 et MFP1 co-localisent 

dans des localisations spécifiques au niveau des thylakoïdes (Seung et al., 2018). 
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L’extrémité N-terminale de MFP1 contient un peptide de transit prédit pour sa 

localisation dans le chloroplaste. De plus elle contient une séquence signal de 

translocation aux thylakoïdes twin arginine (TAT) suivie d’un court domaine 

transmembranaire (DT) (Figure 19). L’extrémité C-terminale contient une longue région CC 

prédite.  La séquence TAT permet d’importer la protéine aux thylakoïdes et sa région 

transmembranaire permettrait de s’ancrer dans les membranes des thylakoïdes avec la 

région CC positionnée face au stroma, facilitant les interactions avec les partenaires 

(Sharma et al., 2024; Xu et al., 2017).  

 

 
Figure 19. Structure prédite de MFP1 impliquée dans l’initiation. Figure adaptée de Sharma et al., 2024. 

 

Dans le mutant mfp1, le nombre de grains d’amidon par chloroplaste est réduit à 1 

ou 2 grains par chloroplaste comparé à 4 à 7 dans la lignée sauvage, et ces grains sont plus 

gros que ceux observés dans la plante sauvage (Figure 17). Cependant, la teneur en amidon 

reste comparable à celle de la plante sauvage (Seung et al., 2018). De plus PTST2 est 

associée aux thylakoïdes et dans le stroma sous forme de spots. La mutation mfp1 

provoque la délocalisation de PTST2 exclusivement dans le stroma (Seung et al., 2018). 

MFP1 servirait à guider PTST2 à des endroits spécifiques et par conséquent le complexe 

d’initiation (Sharma et al., 2024). 

Pour confirmer le rôle de MFP1, un variant dépourvu du peptide signal au thylakoïde 

et du domaine transmembranaire (MFP1∆TAT-DT), a été exprimé (Sharma et al., 2024). 

L'objectif était de déterminer si le DT est nécessaire pour la localisation de MFP1 aux 

membranes des thylakoïdes. Ce variant a été détecté grâce à une fusion avec l’étiquette YFP 

(protéine fluorescente jaune). Comme prévu, MFP1∆TAT-DT a été localisé dans la fraction 

soluble plutôt que dans la fraction membranaire. MFP1∆TAT-DT a ensuite été exprimée en 

présence de la protéine Tic40, qui se localise à la membrane interne de l’enveloppe des 
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chloroplastes. L'objectif était de vérifier si Tic40 modifie la localisation de la synthèse 

d’amidon dans le chloroplaste. De manière surprenante, la microscopie électronique à 

balayage a montré des grains d’amidon localisés au niveau de la membrane chloroplastique 

plutôt qu’accolés aux thylakoïdes (Sharma et al., 2024). Cela indique que la localisation de 

MFP1 est suffisante pour rediriger la majorité (voire l’ensemble) du complexe d’initiation vers 

un compartiment sous-chloroplastique (Sharma et al., 2024).   

Ensuite, pour vérifier si TIC40-MFP1-∆TAT-DT est suffisant pour relocaliser PTST2 à 

l’enveloppe chloroplastique, PTST2-mcitrine a été intégré au double mutant mfp1/ptst2 en 

présence de MFP1 ou MFP1-∆TAT-DT-TIC40 (Sharma et al., 2024). Dans le premier cas 

PTST2 est localisé sous forme de spot au sein du chloroplaste tandis que lorsque PTST2 est 

exprimée avec TIC40-MFP1-∆TAT-DT, les spots sont localisés à la périphérie du 

chloroplaste. La même expérience a été réalisée pour localiser SS4 en utilisant les mutants 

ss4 ou mfp1/ss4. Dans le premier cas SS4-mcitrine est localisée dans le stroma sous forme 

de spots discrets tandis que lorsque SS4 est relocalisé à la périphérie des chloroplastes 

exprimée dans le fond mutant mfp1/ss4 en présence de TIC40-MFP1-∆TAT-DT. Cela 

démontre que MFP1 contrôle la localisation de PTST2 directement et indirectement de SS4 

via PTST2 (Sharma et al., 2024).   

Enfin, l’expression de MFP1∆TAT-DT associée à la protéine FTSH5 Interacting Protein 

1 (FIP1), qui se localise aux thylakoïdes, a permis de restaurer la localisation de MFP1 aux 

membranes des thylakoïdes et de rétablir le nombre de grains d’amidon par rapport à la 

lignée Atmfp1.  Ces résultats suggèrent que l’initiation des grains se déroule au niveau de la 

membrane des thylakoïdes, et que MFP1 est impliquée dans la localisation du complexe 

d’initiation en interagissant avec PTST2. 

En résumé, MFP1 est impliquée dans l'initiation des grains d'amidon en facilitant la 

localisation des protéines d'initiation aux membranes des thylakoïdes. En tant que protéine 

non enzymatique, MFP1 interagit principalement avec PTST2 plutôt qu'avec SS4, et cette 

interaction est essentielle pour la formation normale des grains. 
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3.2.4 PII1 contrôle le nombre d’évènement d’initiation  

 

La Protein Involved in Initiation 1 (PII1) joue un rôle central dans la régulation de 

l'initiation des grains d'amidon, en interagissant avec SS4, PTST2 et SS5. Identifiée comme 

un interactant direct de SS4 par criblage double hybride (Vandromme et al., 2019) et par 

immunoprécipitation avec PTST2 (Seung et al., 2018), PII1, également connu sous le nom 

de MRC (Myosin Ressembling Chloroplast Protein), est un régulateur clé dans la formation 

des grains d'amidon. PII1 est hautement conservée parmi les génomes végétaux supérieurs 

et dans tous les tissus photosynthétiques (Schmid et al., 2005).  

PII1 se distingue de PTST2 et SS4 par la présence de CC prédits sur la quasi-totalité 

de sa structure, ce qui suggère qu'elle pourrait jouer un rôle dans la formation de complexes 

protéiques. En revanche, aucun domaine fonctionnel n’a été identifié, lui préférant plutôt un 

rôle de régulation ou mécanique (Figure 20).  

 

 
 
 
Figure 20. Structure prédite de PII1 impliquée dans l’initiation. En vert : peptide de transit (TP). En bleu : 
domaines coiled-coils prédits (CC). Figure adaptée de Seung et al., 2018. 

 

Le mutant pii1 présente un phénotype similaire à celui du mutant ss4, avec un seul 

grain d'amidon par chloroplaste, et de taille augmentée (2,5-3,3 µm) mais de forme 

lenticulaire (Figure 17). Cependant, contrairement à ss4 ou ptst2, chaque chloroplaste 

contient au moins un grain ce qui indique que la synthèse d'amidon est moins gravement 

affectée.  Le mutant pii1 accumule peu d'ADPG dans les feuilles ce qui montre qu’en 

l’absence de PII1 il peut être utilisé pour la synthèse d’amidon. Comme dans les mutants 

ptst2 ou mfp1, la croissance des plantes et la forme des grains d'amidon restent 

comparables à celles du type sauvage et le ratio amylose/amylopectine et la teneur en 

amidon restent inchangés (Vandromme et al., 2019). 

Récemment SS5 a été décrite comme étant impliquée dans l’initiation en interaction avec 

PII1 (Abt et al., 2020). Les mécanismes biochimiques par lesquels, SS4 ou SS5 interagissent 
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avec PII1 ne sont pas compris. Le double mutant pii1/ss4 présente un phénotype plus 

sévère que le simple mutant ss4, certains chloroplastes ne contenant plus aucun grain 

d'amidon, tandis que pii1/ss5 montre un phénotype moins sévère que le mutant ss4 (Figure 

17). Cela indique qu'en l'absence de PII1, SS4 peut initier un grain d'amidon par 

chloroplaste, mais pas plusieurs. Cette observation s’appuie sur l'hypothèse selon laquelle 

PII1 contrôlerait le nombre d'événements d'initiation des grains via SS4 (Vandromme et al., 

2019). L’interaction entre MFP1 et PII1 n’a pas été montrée mais le mutant pii1/mfp1 

présentait également un nombre plus élevé de chloroplastes sans grain en comparaison de 

la lignée pii1 (Seung et al., 2018). PII1 est localisée sous forme de spots dans la fraction 

stromale (Vandromme et al., 2019, Seung et al., 2018) ce qui est probablement dû à son 

interaction avec PTST2. 

La protéine SS5 est localisée, comme PII1 et SS4, sous forme de spots dans un 

espace sous-chloroplastique (Seung et al., 2018 ; Abt et al., 2020). L'expression d'AtSS5 

dans un système de biosynthèse transposé chez la levure a montré que SS5 n'allonge pas 

les glucanes, contrairement à ses homologues SS1, SS2, SS3, et SS4 (Abt et al., 2020). La 

structure de SS5 montre son rôle probable dans la régulation du nombre de grains d'amidon. 

SS5 possède, comme les autres SSs, un domaine N-terminal constitué d'hélices et un 

domaine C-terminal globulaire ne contenant que le domaine GT5 donc dépourvu du 

domaine de fixation à l’ADPG et par conséquent inactif. SS5 est décrite comme une protéine 

dimérique (Abt et al., 2020). La suppression de son CC en N-terminal empêche la 

dimérisation de SS5 et son interaction avec PII1, soulignant l'importance du domaine N-

terminal dans l'initiation. Helle et al., 2018 ont suggéré que SS5 chez Solanum tuberosum 

(St) pourrait interagir avec les glucanes via ses régions CC. Bien que SS5 soit une protéine 

non canonique, car elle est dépourvue d'activité glycosyltransférase, elle conserve des 

résidus aromatiques impliqués dans la liaison au glucane, contrairement à l'acide 

aspartique essentiel à cette interaction chez SS4.  

En résumé, le mécanisme par lequel PII1 interagit avec SS4 et SS5 et d'autres 

protéines comme PTST2 reste à clarifier, mais il est clair que ces interactions sont 

essentielles pour la régulation efficace au démarrage de la formation des grains d'amidon. 
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3.2.5 Résumé et connaissances actuelles sur l’initiation 

 

Au cours du mécanisme d’initiation, SS4 est l’acteur principal qui permet la 

formation d’une amorce pré-amylopectine. SS3 peut également permettre l’initiation, mais 

son rôle est principalement associé à l’allongement des chaînes de glucose. La protéine SS5 

est également impliquée dans l’initiation mais ne possède pas d’activité propre d’amidon 

synthase et son rôle est discuté. De plus, quatre protéines non enzymatiques jouent 

chacune un rôle précis dans ce processus. MFP1 permet de localiser le complexe 

multiprotéique aux membranes des thylakoïdes par l’intermédiaire de PTST2 pour 

concentrer spécifiquement l’initiation des grains entre les membranes des thylakoïdes. 

PTST2 quant à elle servirait à faciliter l’initiation en fournissant les MOS longs à SS4 et enfin 

PII1 interviendrait pour réguler les évènements d’initiation, en interaction avec PTST2, SS4 

et SS5. Toutes ces protéines sont impliquées dans un complexe d’initiation multiprotéiques 

(Figure 21).  

 

Figure 21. Interactions des protéines intervenant dans l’initiation. 

 

L’apparition de nouveaux acteurs impliqués dans un complexe d’initiation soulève 

des questions concernant la dynamique spatio-temporelle des interactions protéine-

protéine. À ce stade, nous ne savons pas si les interactions entre MFP1/PTST2, PTST2/SS4 

ou bien SS4/PII1 se font de façon transitoire ou s’il s’agit d’un complexe multiprotéique 

stable. Le contrôle du nombre d’événements d’initiation au sein du chloroplaste est 

également mal connu. 
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Une autre ambiguïté réside aussi dans le fait que l’initiation diffère également selon 

l’organe et les espèces végétales. Par exemple, alors que les feuilles d’Arabidopsis 

contiennent une population uniforme de grains lenticulaires, l’albumen de blé contient deux 

populations (type A et B) de grains ronds qui résulte de plusieurs évènements d’initiation 

(Seung and M. Smith, 2018). Dans les feuilles d’Arabidopsis, PII1 favorise l’initiation des 

grains tandis que dans l’albumen de blé, PII1 jouerait plutôt un rôle antagoniste en réprimant 

l’initiation des grains de type B en début de développement (Thèse de Jiawen Chen 2022). 

Cela montre le rôle complexe de PII1 en tant que régulateur du mécanisme d’initiation.  

Enfin, il est probable que le métabolisme de l’amidon soit régi par de multiples 

contrôles post-traductionnels (phosphorylation) ou transcriptionnels. La synthèse et la 

dégradation sont coordonnées selon le cycle jour/nuit pour s’adapter aux changements 

environnementaux. En cas de changement de luminosité, température ou de stress oxydatif, 

la synthèse des grains est affectée.  Enfin, l’initiation est également liée à l’étape de 

dégradation qui fournit le pool de MOS nécessaire à la synthèse de nouveaux grains. 

Cependant lorsque la plante n’a pas encore produit les premiers grains par chloroplaste, Le 

mécanisme par lequel le complexe d’initiation utilise les MOS disponibles reste encore mal 

compris.  
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Les protéines SS4 et PII1 sont des protéines clés pour l’initiation mais le mécanisme 

par lequel elles interagissent ensemble n’est pas clair. SS4 et PII1 possèdent toutes deux 

des régions CC prédites qui pourraient servir à cette interaction. Le rôle plutôt mécanique 

ou de régulation que PII1 exerce sur SS4 non plus n’est pas bien compris.  

Le but de ce travail de thèse est de caractériser la fonction de PII1 et, au-delà, de 

progresser dans la connaissance du mécanisme d’initiation des grains d’amidon par l’étude 

du rôle de l’interaction PII1/SS4. Pour cela J’ai pour objectif d’exprimer les deux protéines et 

d’étudier leur structure ainsi que celle du complexe PII1/SS4 par des approches de 

biophysique telles que le dichroïsme circulaire utilisé en routine au laboratoire et associé à 

la modélisation moléculaire et l’étude enzymatique. 

Le projet se divise en trois tâches principales dont les résultats sont présentés en quatre 

chapitres :  

Chapitre 1,2 et 3 : Production et purification de PII1, SS4 et PII1/SS4 

Chapitre 4 : Étude de la structure de PII1 et SS4 par des approches de biophysique et de bio-

informatique ; 

Chapitre 5 :  Étude de la fonction enzymatique de SS4 seule et en complexe avec PII1. 
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Chapitre 1. Matériels et solutions utilisés 

1.1 Souches bactériennes 

 

Plusieurs souches bactériennes ont été utilisées dans ce travail et sont énumérées ci-

après : 

Top10 (Invitrogen™) : souche d’Escherichia coli (E.coli) conçue pour une grande efficacité de 

transformation. Nous avons utilisé cette souche lors des clonages pour la préparation des 

plasmides. Genotype : F- mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 

araD139 Δ(ara- leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG 

BL21(DE3) (Invitrogen™)): souche d’ E.coli optimisée pour la production de protéines 

recombinantes. Genotype : F – ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3) 

BL21-AI (Invitrogen™) : souche d’ E.coli permettant l’expression des protéines toxiques. Ces 

souches sont inductibles par addition de L-arabinose dans le milieu de culture. Génotype : 

F- ompT hsdSB(rB- mB-) gal dcm araB ::T7RNAP-tetA 

Rosetta-Gami2 (DE3) (Invitrogen™)) : souche dérivée de E.coli BL21(DE3) et optimisée pour 

la reconnaissance des codons rares chez Escherichia coli et l’expression cytoplasmique de 

protéines contenant des ponts disulfures. Genotype : Δ(ara-leu)7697 ΔlacX74 ΔphoA PvuII 

phoR araD139 ahpC galE galK rpsL (DE3) F′[lac+lacIq pro] gor522::Tn10 trxB pRARE2 

(CamR, StrR, TetR) 

C41(DE3) (Over Express™) : souche d’ E.coli contenant au moins une mutation qui permet 

l’expression de protéines toxiques. Genotype : F – ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3) 

C43(DE3) (Over Express™) : souche d’ E.coli dérivée de C41(DE3) possédant plusieurs 

mutations permettant la production de protéines toxiques différentes de celles exprimées 

avec C41(DE3). Genotype : F – ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3  
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1.2 Vecteurs 

 

Plusieurs vecteurs d’expression ont été utilisés pour le clonage et l’expression des protéines 

étudiées dans ce travail. 

pENTR/D-TOPO : vecteur d’entrée Gateway™ permettant le clonage directionnel des gènes 

d’intérêt dans les vecteurs d’expression.  

pET300Nt : vecteur de destination Gateway™ facilitant la purification grâce à l’ajout d’une 

étiquette 6-Histidine (6-His) à l’extrémité N-terminale des protéines exprimées.  

pML310 : vecteur de destination Gateway™ facilitant la purification grâce à l’ajout d’une 

étiquette 6-His et la thioredoxine (TRX) à l’extrémité N-terminale des protéines exprimées.   

pML333 : vecteur de destination Gateway™ facilitant la solubilisation et la purification grâce 

à l’ajout d’une étiquette 6-His et une protéine de liaison au maltose (MBP) à l’extrémité N-

terminale des protéines exprimées.   

 

1.3 Solutions d’usage courant 

 

La composition des solutions utilisées dans ce travail est décrite ci-dessous : 

Tampon de migration pour électrophorèse en gel de polyacrylamide dénaturant (SDS-PAGE) 

: Tris-HCl 50 mM, pH 8.5 ; glycine 200 mM ; SDS 0,1 % (v/v). 

Tampon de migration pour électrophorèse en gel de polyacrylamide non dénaturant (PAGE) 

: Tris-HCl 50 mM, pH 8.5 ; glycine 200 mM. 

Tampon de migration pour électrophorèse en gel d’agarose : Tris 40 mM ; acétate de sodium 

5 mM, pH 8.0 ; EDTA 1 mM. 

Mélange d’incubation des zymogrammes permettant d’étudier l’activité enzymatique 

d’élongation de chaînes de glucanes: 67 mM Glycyl-glycine/NaOH pH 9 ; 133 mM sulfate 

d'ammonium ; 80 mM MgCl2 ; 0,6 mg/ml sérum-albumine bovine ; 25 mM β-

mercaptoéthanol ; 2,4 mM ADPG. 
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Tampon de transfert pour Western-Blot : Tris-glycine 1X, méthanol 20%. 

Tampon de lavage pour Western-Blot (TBST) : 0,05 mol/L de Tris-HCl, 0,3 mol/L de NaCl, 

0.1% Tween® 20. 

Solution de coloration des gels de polyacrylamide : Bleu de Coomassie (InstantBlue®, 

Sigma-Aldrich).  

Bleu de charge des gels dénaturants (10X) : Tris-Glycine 1X, SDS 0,1X, Glycérol 25%, EDTA 

10 mM, ꞵ-mercaptoéthanol 0,5%.  

Bleu de charge des gels non dénaturants (10X) : Tris-Glycine 1X, Glycérol 25%, EDTA 10 mM. 

Bleu de charge des gels d’agarose (6X) : 100 mM tris-HCL, pH 8,0, Xylène Cyanol 0,03%, 

Bleu de Bromophenol 0,03%, Glycérol, 30 %, 60 mM EDTA, pH 8,0 

Marqueur de taille des gels d’agarose : SmartLadder™ de 200 à 10000 bp (EurogenTec). 

Marqueur de taille des gels de polyacrylamide : PageRuler™ de 10 à 250 kDa (Thermo Fisher) 

Tampon TFBI: CH3CO2K 30 mM, CaCl2 10 mM, MnCl2 50 mM, RbCl 100 mM, glycérol 15 % 

(v/v), pH 5,8. 

Tampon TFBII: MOPS 10 mM, CaCl2 75 mM, RbCl 100 mM, glycérol 15% (v/v), pH 6,5. 

20X NPS (1L): 66g (NH4)2SO4, 136 g KH2PO4, 142 g NA2HPO4. 

50x5052 (1L): 250 g glycérol, 25 g glucose, 100 g  ⍺-lactose. 

Réactif B-per™ (thermo Fisher Scientific) pour lyse cellulaire. 

 

1.4 Milieux de culture 

 

Différents milieux de culture bactériens ont été utilisés dans ce travail et sont décrits ci-

dessous :  

Lysogeny broth (LB) (g/L) : 10g Tryptone, 5 g Extrait de levure, 5 g NaCl. Les bactéries 

transformées ont été sélectionnées sur milieu LB gélosé par ajout d’agar (20 g/L). 
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Auto-inducteur (AI) (1L) : ZY (g/L) 966,6 ml : 10g Tryptone, 5 g extrait de levure, MgSO4 2M 

520 µl, 50x5052 20,8 ml, 20X NPS 51,6 ml. Ce milieu est utilisé pour permettre un 

rendement plus élevé de protéines exprimées. 

Psi Broth (g/L) :  20g Tryptone, 5 g Extrait de levure, 5 g MgSO, pH 7.6. Milieu utilisé pour la 

préparation des bactéries compétentes. 

 

 

Chapitre 2. Préparation des plasmides et bactéries 

2.1 Clonages  

Les protéines décrites dans ce travail, ont été exprimées dans Escherichia coli sans leur 

peptide de transit N-terminal. Les ADNc complets codant pour PII1 et SS4, clonés dans le 

plasmide pENT-D-Topo (Thermofisher, Rochester, USA) (Vandromme et al., 2019) ont été 

utilisés comme cibles pour la construction des vecteurs exprimant les différentes formes 

tronquées de SS4 et PII1. Les séquences peptidiques des constructions tronquées sont 

mentionnées dans l’Annexe 3. 

Les fragments de l'ADNc de PII1 et SS4 ont été amplifiés avec les amorces décrites dans 

le Tableau 1 à l'aide de la polymérase ultra-haute Kapa Hifi Hot start (Roche diagnostics, 

Autriche) et les produits de réaction en chaîne par polymérase (PCR) ont été transférés dans 

le plasmide pENT-D-Topo (Thermofisher, Rochester, USA). Ce vecteur d'entrée a été utilisé 

pour construire les vecteurs pET300-PII1, pML310-PII1 et pML333-PII1 en utilisant la 

technologie gateway dans le plasmide ChampionTM pET300, pML310 et pML333 

(Thermofisher). 

 Les produits PCR correspondants aux fragments d'ADNc des constructions de SS4 

tronquées SS4Δ349, SS4Δ403 et SS4Δ466 ont été amplifiés à l'aide de la polymérase Kapa 

Hifi Hot start et digérés par les enzymes de restriction BAMH1 et XHI1 avant d'être clonés 

dans les sites de restriction correspondants du vecteur pET-DUET-1 (Novagen) permettant 

l'expression de protéines marquées par une étiquette 6-His en N-terminal.  
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Pour les expériences de co-expression, la séquence PII1 a été amplifiée en utilisant les 

amorces dans le Tableau 1 permettant l'introduction des sites de restriction BamHI et SalI 

qui ont été utilisés pour cloner le produit PCR digéré dans le vecteur pET-DUET-1. Un 

deuxième produit PCR correspondant à la séquence d'ADNc SS4- Δ349 a été amplifié à 

l'aide des amorces cité dans le Tableau 1 et le produit PCR a été cloné dans les sites de 

restriction EcoRV et XhoI du plasmide précédent, ce qui a permis la co-expression des 

protéines N-terminales 6-His-tag PII1 et SS4-Δ349. Les séquences peptidiques des 

constructions tronquées sont mentionnées dans l’Annexe 3. 

Tableau 1. Amorces nucléotidiques utilisées pour la construction des protéines tronquées de PII1. 

 

 

2.2 Préparation des bactéries chimio-compétentes  

 

Les bactéries ont été incubées dans 2 ml dans le milieu LB à 37°C sous agitation 

pendant une nuit. À partir de la préculture, les bactéries ont été incubées dans 250 ml de 

milieu Psi Broth à 37°C jusqu’à atteindre 0,6 de DO600. Ensuite, la culture bactérienne est 

placée 15 min dans la glace. Toutes les étapes suivantes sont effectuées à basse 

température, dans les conditions réfrigérées. Les bactéries sont récoltées par centrifugation 

10 min à 4 000 rpm. Le culot est repris délicatement dans 100 ml de tampon TFBI froid puis 

incubé pendant 30 min dans la glace. Après nouvelle centrifugation, les bactéries sont re-

suspendues dans 5 ml de tampon TFBII. La suspension bactérienne refroidie 20 min sur 
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glace puis aliquotée par fraction de 50 µl. Les aliquots sont rapidement congelés dans 

l’azote liquide puis stockés à - 80°C.  

2.3 Transformations bactériennes 

 

Les cellules compétentes (50 µl) sont incubées avec 250 ng de la construction 

plasmidique pendant 30 min dans la glace. Les bactéries subissent ensuite un choc 

thermique 1 min à 42°C puis sont incubées 2 min dans la glace. Les cellules sont ensuite 

incubées avec 250 µl de milieu LB, placées 1 h à 37°C sous agitation puis étalées sur milieu 

sélectif LB gélosé contenant l’antibiotique de sélection pendant une nuit à 37°C.  

 

 

Chapitre 3. Préparation des échantillons protéiques 

3.1 Induction des gènes 

 

Les protéines étudiées dans ce manuscrit sont connues pour être difficile à exprimer et 

à solubiliser. Pour réaliser les tests d’expression nous avons décidé de tester en parallèle de 

nombreuses conditions (Tableau 2). 

Protocole standard utilisé pour les tests d’expression : 

Tout d’abord nous avons testé en parallèle plusieurs souches bactériennes, connues pour 

optimiser les conditions d’expression et qui sont décrites dans le paragraphe dédié en 

commençant par des plasmides permettant l’introduction d’une étiquette 6-His à 

l’extrémité N-terminale de la protéine d’intérêt. Si ces constructions ne permettaient pas 

d’obtenir un échantillon soluble nous avons dans un second temps utilisé d’autres vecteurs 

(décrits au début du chapitre matériel et méthodes) permettant de fusionner les protéines 

d’intérêt avec des protéines (Thiorédoxine ou Maltose binding protéine) pour stabiliser 

l’échantillon). Dans ces conditions, une étiquette 6-His est également ajoutée pour 

permettre de standardiser le protocole de purification par chromatographie d’affinité sur 

métal immobilisé (IMAC).   
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Pour chaque souche utilisée nous avons testé deux modes d’induction : l’induction par 

Isopropyl β-D-1-Thigalactopyranoside (IPTG) (à différentes températures, temps ou 

concentrations) ou auto-induction (AI). 

L’effet de différents additifs ont également été testés dans les tampons de lyse cellulaire. 

Les tests d’expression ont été réalisés avec de 50 ml de culture inoculés à partir d’une 

préculture réalisée sur la nuit à partir d’une colonie. 

Pour l’induction par IPGT, la croissance bactérienne à 37°C est suivie en mesurant la 

turbidité de la suspension bactérienne à 600 nm. C’est à cette phase exponentielle de 

croissance (DO600 nm) qu’on ajoute 0,5 mM d’IPTG dans le milieu de culture. L’ITPG est 

utilisé pour induire l'expression de protéines recombinantes placées sous le contrôle du 

promoteur lac. Il est utilisé comme un analogue de l'allolactose, un métabolite du lactose 

qui active la transcription de l'opéron lactose Lacl et en particulier du gène de la β-

galactosidase, lacZ. Comme l'allolactose ou le lactose, l'IPTG se lie au répresseur de 

l’opéron Lacl ce qui empêche sa liaison à l'opérateur et induit donc la transcription des 

gènes puis la traduction des protéines. 

L’induction par milieu auto-inductible permet quant à elle d’induire automatiquement 

l’expression des protéines recombinantes à partir du promoteur Lac après 3h de culture à 

37°C sans ajouter d’inducteur artificiel tel que l’IPTG. Cette méthode est basée sur des 

composants du milieu qui sont métabolisés de manière différentielle. On utilise un milieu 

composé d’une solution ZYP (ZY, MgSO4 et NPS) qui apporte les nutriments nécessaires aux 

bactéries et d’une solution 5052 qui sert de source de carbone et contient du glucose, du 

lactose et du glycérol.  Le glucose est métabolisé préférentiellement pendant la prolifération 

cellulaire, ce qui empêche l'absorption du lactose jusqu'à ce que le glucose soit épuisé, 

Lorsque le glucose est épuisé, le lactose est absorbé et lève la répression de l’opéron 

lactose en se liant au répresseur. 

 La culture est ensuite incubée à la température et la durée désirée selon le test 

d’induction.   
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Tableau 2. Récapitulatif des conditions d’expression testées pour chaque construction protéique. Les valeurs 
en gras représentent la meilleure condition d’expression pour chaque protéine. 

 
Constructions protéiques Vecteurs Souches Induction Méthode de lyse Tampons

PII1 pET300 BL21 IPTG Sonication Tris pH 8

pML375 C41 AI Emulsiflex Hepes pH 7

pML333 C43 B-Per

pML310 Rosetta Gami

PII1-H2-H3 pET300 BL21 IPTG Sonication Tris pH 8

pML333 Rosetta AI Emulsiflex Hepes pH 7

pML310 Mes pH 6

Bicine pH 9

Naac pH 4

PII1-H1-H2-H3 pET300 BL21 IPTG Sonication Tris pH 8

AI Emulsiflex Hepes pH7

PII1-∆71 pET300 BL21 IPTG Sonication Tris pH 8

pML333 AI Emulsiflex Hepes pH 7

pML310

PII1-∆101 pET300 BL21 IPTG Sonication Tris pH 8

AI Emulsiflex Hepes pH 7

SS4∆349 pETDuet BL21 IPTG Sonication Tris pH 8

Rosetta AI Emulsiflex Hepes pH 7

SS4∆403 pETDuet BL21 IPTG Sonication Tris pH 8

Rosetta AI Emulsiflex Hepes pH 7

SS4∆466 pETDuet BL21 IPTG Sonication Tris pH 8

Rosetta AI Emulsiflex Hepes pH 7

PII1-SS4∆349 pETDuet BL21 IPTG Sonication Tris pH 8

AI Emulsiflex Hepes pH 7  

 

Afin d’affiner les conditions d’AI, nous avons réalisé un crible de 24 conditions 

d’induction en utilisant une concentration croissante de glucose (de 0 à 0,1%) et de lactose 

(de 0 à 0,3%). Cette méthode permet de contrôler manuellement le moment de l’induction 

et donc d’optimiser l’expression des protéines recombinantes. Cette expérience a été 

réalisée à 20°C, 30°C ou 37°C pendant 3h à partir d’une culture cellulaire de 2 ml.  

Pour chaque essai, un volume de bactéries correspondant à 0,1 de DO à 600 nm est 

prélevé avant (NI) et après (I) induction. L’extrait est centrifugé à 6000 rpm et le culot 

bactérien est resuspendu dans 10 µl de bleu de charge pour SDS-PAGE et chauffé 5 min à 

95°C. L’analyse de la fraction I permet de vérifier l’expression des protéines d’intérêt. 



 

73 
 

3.2 Lyses cellulaires 

 

Après induction, les bactéries sont centrifugées 10 min à 6000 rpm et les membranes 

bactériennes sont lysées avec du B-per ou dans un tampon de lyse selon le volume de 

culture. Dans un petit volume de culture (50 ou 100 ml), les culots bactériens ont été lysés 

en ajoutant le réactif B-Per™ pendant 15 min à température ambiante pour l’expression de 

PII1 entière. Le B-Per™ est une solution à base de détergeant doux non ionique qui permet 

d’extraire les protéines solubles des cellules bactériennes sans les dénaturer. 

Pour l’expression des constructions tronquées de PII1, de SS4 et des co-expressions, les 

culots ont été lysés par sonication. Dans ce cas, les culots bactériens sont repris 

préalablement dans 2 ml de tampon de lyse pour les petits volumes de culture et 20 ml pour 

les grands volumes de culture. La composition du tampon de lyse varie selon les tests 

d’expression et contient au minimum du NaCl 250 mM et une pastille d’inhibiteurs de 

protéases EDTA-free (Roche). Dans ce travail, plusieurs tampons ont été testés : Tris pH 8, 

Hepes pH 7, MES phH 6, Bicine pH 9 et acétate de sodium (NaOAc) pH 4.5 (voir Tableau 2). 

Le pH influence l’environnement de la protéine et donc sa solubilité. 

Les culots bactériens ont été lysés par cycle de 3 x 15 sec avec 15 sec de repos entre 

chaque cycle, le tout effectué sur glace pour éviter la surchauffe des échantillons 

protéiques.  

Dans un volume de culture supérieur à 250 ml, les culots bactériens ont été repris dans 

un tampon de lyse puis lysés par haute pression avec l’Emulsiflex C3 à 1500 bars (Avestin) 

ou la sonication 5 x 30 secondes. Les protéines solubles sont récupérées par centrifugation 

pendant 30 min à 8 000 rpm et la fraction soluble (S), préalablement additionnée avec 10µl 

de bleu de charge et chauffée à 95°C pendant 5 min est chargée sur SDS-PAGE pour vérifier 

la solubilité de la protéine. 
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Chapitre 4. Purification des échantillons protéiques 

4.1 Purification par chromatographie d’affinité sur ions métalliques 

immobilisés (IMAC) 

 

Les protéines ont été purifiées par IMAC grâce à l’étiquette 6-His incluse à l’extrémité N-

terminale de chaque protéine. Les protéines solubles issues d’une culture de 50 ou 100 ml 

ont été incubées avec 50 µl résine Thermo Scientific™ HisPur™ Ni-NTA. Dans ce manuscrit 

on désignera la purification avec la résine de Nickel de purification par « Batch ». La résine 

est lavée dans un tampon de lyse avec ou sans imidazole 15 mM puis les protéines sont 

éluées par compétition avec 500 mM d’imidazole dans 50µl. Pour les volumes de culture 

supérieurs à 500 ml, les protéines sont incubées avec 500 µl de résine. Pour faciliter le 

protocole de purification nous avons également purifié les protéines sur colonne 

HisTrap™ de 5 ml avec l’ÄKTA go (ThermoFischer). Dans ce cas-là, la purification sera 

désignée par purification sur « colonne ». Dans les deux cas, Batch ou colonne, la résine est 

lavée dans un tampon de rinçage avec ou sans imidazole 15 mM pour se débarrasser des 

contaminants et protéines aspécifiques. 

Enfin, les protéines d’intérêt sont éluées avec plusieurs volumes de colonne avec le 

tampon d’élution contenant 500 mM d’imidazole. La fraction éluée (E) ou non retenue (FT) 

sont additionnées avec 10µl de tampon de charge, chauffées 5 min à 95°C et déposées sur 

SDS-PAGE. L’analyse de la fraction E permet à la fois de vérifier la capacité de l’échantillon 

à se fixer à la résine IMAC et le faible volume de résine utilisé permet également de 

concentrer la protéine d’intérêt et de la visualiser si la quantité de protéines solubles est 

faible. 

 

4.2 Purification par chromatographie d’exclusion stérique (SEC) 

 

Pour améliorer la pureté de l’échantillon protéique, nous avons réalisé une deuxième 

étape de purification par chromatographie d’exclusion stérique (SEC) en utilisant la colonne 
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Superdex ™ 200 Increase 10/300 GL 25 ml (Cytiva) pré-équilibrée avec le tampon de lyse. La 

SEC permet de séparer les protéines en fonction de leur taille (dans ce cas les protéines 

allant de 10 à 600 kDa) grâce à la présence de billes poreuses qui retient les protéines les 

plus petites. Elle permet également d’éliminer la présence d’imidazole issue de l’étape de 

purification d’affinité. Nous avons injecté 500 µL d’échantillon protéique issue de la 

purification par affinité dans la colonne. L’élution des protéines est suivie par mesure de 

l’absorbance à 280 nm puis les protéines sont récupérées et les fractions protéiques 

correspondant aux pics d’élution sont déposées sur SDS-PAGE. Les échantillons protéiques 

purs sont concentrés à l’aide de tube de concentration AmiconⓇ 10K (Merck Millipore). La 

concentration finale des protéines est mesurée par l’absorbance à 280nm avec le 

spectrophotomètre NanoDrop™ (ND1000) de Thermo Scientific. Les échantillons 

protéiques destinés aux analyses biophysiques de dichroïsme circulaire sont aliquotés, 

congelés dans l’azote liquide puis stockés à -80°C. 

 

4.3 Renaturation des corps d’inclusion 

 

Les corps d’inclusion ont été récupérés par centrifugation à 10 000 rpm 30 min à 4°C à 

partir d’une culture de 500 ml de PII1-pET300. Le culot cellulaire a été lavé 3 fois dans un 

tampon de lavage 1 :4 (p/v) Tris 50 mM, DTT 1mM, Tween20 20%, 2M urée. À ce stade les 

corps d’inclusion sont purs à 95%. Le mélange a été centrifugé à 10 000 rpm pendant 

30 min à 4° C pour séparer les corps d’inclusion du surnageant. Les corps d’inclusion ont 

ensuite été dénaturés dans le tampon de dénaturation Tris 50 mM, DTT 1mM, 8 M d’urée. 

Les protéines solubilisées ont été repliées par l’ajout goutte à goutte du tampon de 

repliement Tris 50 mM pH 8, DTT 1 mM, imidazole 5 mM.   
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Chapitre 5. Identifications des protéines 

5.1 SDS-PAGE 

 

Avant le dépôt sur SDS-PAGE, les protéines ont été dénaturées dans un tampon de bleu 

de charge et incubées 5 min à 95 °C. Les différents échantillons (NI, I, S, FT et E) sont 

chargés sur les gels dénaturants de polyacrylamide à 10%. La migration est effectuée dans 

un système Mini Protean III, Bio Rad à 150 mV. Les protéines sont colorées à l’aide du bleu 

brillant de Coomassie G-25l (InstantBlue, expedeon, Blue Silver) après rinçage à l’eau 

distillée. 

 

5.2 Western blot 

 

Après SDS-PAGE, les protéines ont été transférées du gel vers une membrane de 

transfert PVDF Immobilon™ (Fisher scientific) par électrophorèse pendant 2h à 200 mV à 

4°C. Après migration, la membrane est rincée à l’eau désionisée puis incubée 10 min avec 

la solution au rouge ponceau pour s’assurer du transfert correct des protéines. La 

membrane est rincée dans 15 ml de tampon TBST jusqu’à disparition du rouge ponceau puis 

placée dans 15 ml de la solution de saturation contenant 5% lait dans le tampon TBST 

pendant une nuit à 4°C. La membrane est lavée 3 fois dans le tampon TBST sous agitation 

puis incubée 1h à température ambiante et à l’obscurité dans la solution de saturation qui 

contient l’anticorps anti-6-His-HRP (peroxydase du raifort)(Thermofisher) dilué au 

1/10 000ème. Enfin, la membrane est lavée 3 fois dans 15 ml de tampon TBST puis les 

protéines sont révélées avec la solution de révélation du kit SuperSignal™ West Pico (Pierce 

™). 
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5.3 Spectrométrie de masse 

 

 Les bandes des protéines PII1-H2H3 et PII1 et SSΔ349 issues du complexe 

PII1- SS4Δ349 pETDuet visibles sur SDS-PAGE ont été découpées du gel puis digérées par 

la trypsine et analysées par spectrométrie de masse par Désorption-Ionisation Laser 

Assistée par Matrice-temps de vol (MALDI-TOF) par la plateforme d’analyses Protéomiques 

et Peptides Modifiés (P3M) de l’Institut Pasteur de Lille ou par la plateforme MS for All Omics 

de l’UGSF. 

 

Chapitre 6. Etude de l’activité de SS4  

 

Des tests d’activité par zymogramme ont été réalisés pour étudier la capacité 

d'élongation de SS4. Dans ce travail nous avons utilisé les constructions tronquées 

SS4∆403, SS4∆466 et SS4∆349 en utilisant les extraits bactériens solubles car pour cette 

expérience l’échantillon protéique n’a pas besoin d’être pur. Les échantillons protéiques 

sont incubés avec un tampon de charge sans SDS ni β-mercaptoéthanol pour ne pas les 

dénaturer puis déposés sur PAGE 10 % contenant 0,3 % de glycogène d'huître (Sigma). Le 

glycogène est structurellement assez similaire à l'amylopectine, bien qu'il soit plus 

fortement ramifié (tous les 10 résidus de glucose contre 30 pour l’amylopectine) et que les 

ramifications soient plus courtes. Ces chaînes pourront être allongées par SS4 et l’activité 

pourra être révélée à l’iode, formant des bandes brunâtres. L’iode ne se fixe qu’entre les 

chaînes de glucanes plus longues que celle du glycogène, qui lui n’est pas coloré à l’iode. 

L'électrophorèse a été réalisée pendant 2h à 200 mA à 4°C à l'aide du système Mini 

Protean III de Bio-Rad. Le gel a ensuite été incubé pendant une nuit à température ambiante 

dans un mélange d'incubation de synthase contenant de l’ADPG qui le donneur de glucane. 

Les gels sont rincés trois fois dans l’eau désionisée afin d’éliminer les traces de 

β- mercaptoéthanol présentes dans le mélange d’incubation. L’activité d’élongation de SS4 

a été révélée à l’iode. 
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Des expériences de contrôle ont été réalisées en suivant la même procédure mais en 

omettant l'ADPG dans le mélange d'incubation. Cela permettra de vérifier que les bandes 

présentes dans le gel incubé avec ADPG sont dû à l’activité de SS4. En effet, SS4 utilise 

l’  ADPG pour allonger les chaînes de glucanes du glycogène présent dans le gel. Son activité 

d’élongation sera ainsi visible. A l’inverse sans ADPG, SS4 n’est pas capable d’allonger les 

chaînes glycanniques. 

Ensuite nous avons testé l’effet de PII1-H2H3 sur l’activité de SS4∆349 et SS4∆466. Les 

deux échantillons protéiques ont été incubés au moins 30 min ensemble avant d’ajouter le 

bleu de charge non dénaturant. Le protocole est ensuite le même que décrit 

précédemment. La fraction soluble de PII1-H2H3 a été également déposée pour vérifier que 

la protéine ne présente pas d’activité d’élongation. De plus, pour contrôler que l’effet de 

PII1- H2H3 sur l’activité de SS4∆349 n’est pas dû à l’encombrement stérique nous avons 

effectué un contrôle, dans les mêmes conditions qu’avec PII1-H2H3, en incubant 

l’échantillon soluble SS4∆349 avec la Sérum albumine bovine (BSA) en excès.  

Pour compléter les contrôles, nous avons également déposé les extraits solubles des 

bactéries BL21(DE3) non transformées afin de différencier l’activité de SS4 et la présence 

éventuelle d’activité glycogène synthase (glgA) présente chez E.coli, qui est également 

capable d’allonger les chaînes glycanniques et donc susceptible d’avoir une activité visible 

sur gel après coloration à l’iode. 

Enfin, pour tester non pas l’activité d’élongation mais plutôt l’activité d’initiation, nous 

avons réalisé un test d’activité sur gel natif qui ne contient pas de glycogène. Il a été montré 

que SS4 permet d’initier la synthèse de MOS à partir de l’ADPG. Pour cela l’extrait soluble de 

SS4∆349 est déposé sur gel natif qui sera incubé dans le même mélange pour activité 

synthase avec ADPG. Pour servir d’amorce nous avons ajouté dans ce mélange, 0,3% de 

maltose et polyglucanes de DP 7-13. Le maltose a été décrit comme étant la plus petite 

amorce utilisable par les SSs et le polyglucane de DP 7-13 ressemble davantage au 

glycogène et servira de comparaison avec les tests sur gel contenant du glycogène.  
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Chapitre 7. Etude structurale et biophysique 

7.1 Dichroïsme circulaire 

 

La spectroscopie par dichroïsme circulaire (CD) permet d’étudier la structure 

secondaire (hélices α, feuillets β etc) des protéines en solution. La technique repose sur la 

capacité qu’ont les molécules optiquement actives d’absorber de façon inégale la lumière 

polarisée circulairement à droite et la lumière polarisée circulairement à gauche. De cette 

façon, on obtient un signal de dichroïsme circulaire à des longueurs d’onde qui 

correspondent à des bandes d’absorption de la molécule. L’analyse du spectre de 

dichroïsme circulaire d’une protéine dans la gamme de longueur d’onde autour de 

240- 320 nm permet de calculer la proportion d’hélices et de feuillets β. Les protéines 

entièrement composées d’ hélices α présentent une bande intense négative à 222 nm et à 

208 nm et une bande positive à 190 nm. Les protéines tout en feuillets β présentent une 

bande intense positive à 200 nm et une bande négative à 175 nm et 216 nm. Les protéines 

désordonnées présentent une bande positive à 220 nm et une bande négative à 180 nm et 

200 nm. Il est également possible de prédire la présence de CC dans la structure si le ratio 

de 222/208 nm est supérieur à 1,00 (± 0.03) Les spectres obtenus sont déconvolués par les 

prédicteurs de structure tels que BestSel afin de calculer la proportion des structures 

secondaires de la protéine (Micsonai et al., 2018). 

Les spectres de dichroïsme circulaire du rayonnement synchrotron (SR-CD) ont été 

mesurés sur la ligne de faisceau DISCO du synchrotron SOLEIL (Gif-sur-Yvette, France). 

Avant les mesures, le coefficient d'extinction elliptique molaire de l'Ammonium 

d- 10- Camphorsulfonate Ammonium (CSA) a été mesuré sur la ligne de faisceau et utilisé 

comme norme pour l'étalonnage de toutes les mesures de données (Miles et al., 2004). Les 

spectres CD ont été acquis à l'aide du logiciel IGOR (WaveMetrics) entre 170 à 291 nm. Les 

spectres des protéines et du tampon (20 mM Hepes/NaOH pH 7, 150 mM NaCl) ont été 

collectés consécutivement et représentent la moyenne de 3 mesures. La ligne de base du 

tampon a ensuite été soustraite des spectres et le traitement des données a été effectué à 

l'aide du logiciel CDToolX (Miles and Wallace, 2018). 
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L’échantillon protéique PII1-H2H3 concentré à 2,5 mg/ ml a été placé dans une cuvette 

en quarts de 50 nm. Les spectres CD ont été mesurés à 25°C. 

 Une autre expérience a été effectuée avec du 2,2,2-trifluoroéthanol (TFE) dans le but de 

tester l’influence du TFE sur la structure de PII1-H2H3. Le TFE permet de déstabiliser les CC 

en faveur d’hélices simples en créant un environnement hydrophobe favorable. Plusieurs 

tampons avec des concentrations croissantes en TFE (10, 20, 30, 50  ou 60% (v/v)) ont été 

incubés avec l’échantillon protéique pendant 10 min et les spectres CD ont été mesurés à 

25°C. Nous avons veillé à conserver la même quantité de tous les échantillons en 

complétant le volume final avec le tampon (20 mM Hepes/NaOH pH 7, 150 mM NaCl). La 

ligne de base du tampon a ensuite été soustraite aux données mesurées et le traitement des 

données a été effectué à l'aide du logiciel CDToolX (Miles and Wallace, 2018). 

 

7.2 Etudes bio-informatiques 

2.2.1 Analyse des séquences peptidiques 

 

La séquence peptidique de PII1 (Q8H1E5) a été analysée par le programme ProtParam 

du portail ExPASy (Gasteiger et al., 2005) pour analyser les caractéristique physico-

chimiques de la séquence.  

 

7.2.2 Prédiction des structures secondaires  

 

La séquence peptidique de PII1 (Q8H1E5) a été soumise aux méthodes PSIPRED 

(McGuffin et al., 2000) et Gor4 (Garnier et al., 1996) qui permettent de prédire la 

structure secondaire des protéines. PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred) et Gor4 

(https://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_gor4.html) sont 

disponibles sous forme de serveur Web. 

 

 

https://prosite.expasy.org/scanprosite/
https://prosite.expasy.org/scanprosite/
https://prosite.expasy.org/scanprosite/
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred
https://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_gor4.html
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7.2.3 Modélisation structurale assistée par intelligence artificielle 

 

Dans ce travail, nous avons utilisé plusieurs logiciels de modélisation : AlphaFold2 

(Jumper et al., 2021), et MassiveFold (Brysbaert et al., 2024). Plus tard, avec l’arrivée 

d’AlphaFol3 (Abramson et al., 2024), les protéines et complexes ont été de nouveau 

modélisés. 

AlphaFold est un logiciel d’intelligence artificiel développé par Deepmind qui prédit la 

structure 3D des protéines à partir de leur séquence en acide aminé. AlphaFold2 utilise les 

données de la Protein Data Bank (PDB), fournissant un modèle de prédiction pour des 

monomères, tandis qu’AlphaFold3 est une version améliorée qui permet de générer cinq 

modèles de prédiction. Ce dernier à l’avantage de proposer une précision plus élevée au 

niveau de la structure des protéines et de la structure des interactions protéine-protéine( 

Abramson et al., 2024). 

MassivFold est une version optimisée et personnalisable d’AlphaFold qui permet 

d’exécuter plusieurs prédictions en parallèle en réduisant le temps de prédiction de 

plusieurs mois à quelques heures. Il permet d’accéder à une plus grande diversité 

structurelle guidé par un classement de confiance des modèles et permet d’améliorer les 

capacités de modélisation des structures monomériques et des complexes protéiques. Il 

permet également de réaliser plus d’étape de « recyclage » des modèles avec un seuil de 

tolérance afin d’avoir accès à une plus grande variabilité structurale. En dessous d’un 

certain seuil, si la distance entre la structure actuelle et précédente est trop grande, le 

recyclage s’arrête. Ainsi il peut prédire cinq modèles pour les monomères et quinze pour les 

multimères. (Pour aller plus loin voir : https://www.researchsquare.com/article/rs-

4319486/v1).  

Pour chaque modèle, nous avons utilisé des critères de sélection pour qualifier les 

modèles prédits. Dans le cas de la prédiction des monomères et multimères, trois 

paramètres permettent de connaitre la précision et la fiabilité du modèle :  

- pLDDT (predicted Local Distance Difference Test) qui compare localement la 

structure expérimentale et la prédiction. Il donne une mesure de la qualité de la 

https://www.researchsquare.com/article/rs-4319486/v1
https://www.researchsquare.com/article/rs-4319486/v1


 

82 
 

prédiction pour chaque acide aminé. Il est donné sous forme d’un score entre 0 et 

100 où 100 signifie que le modèle est très fiable. 

pLDDT > 90 : régions modélisées avec une grande précision 

pLDDT entre 70 et 90 : régions modélisées avec une bonne précision 

pLDDT entre 50 et 70 : régions prédites avec une faible précision 

pLDDT inférieur à 50 : régions prédites avec une très faible précision ou régions 

désordonnées. 

 

- PAE (Predicted Alignment Error) indique, pour chaque position X, la différence entre 

la structure expérimentale et la structure prédite lorsque les deux structures sont 

alignées à la position Y. C’est donc une mesure de la qualité de la prédiction de la 

position des domaines les uns par rapport aux autres. 

- pTM  (predicted Template Modeling score) mesure la différence entre la structure 

expérimentale et la structure prédite, normalisée par la longueur de la protéine. Il 

varie de 0 à 1 où 1 est une correspondance parfaite. 

Dans le cas des multimères uniquement, un autre paramètre rentre en compte pour la 

précision du modèle :  ipTM (interface predicted Template Modeling score) mesure la qualité 

de la prédiction de l'interface protéine-protéine en utilisant le même score que le score pTM. 

Les modèles moléculaires avec les meilleures valeurs de pLDDT et PAE, pTM ou ipTM ont 

été utilisés dans ce travail. Malgré tous les progrès considérables en matière de 

modélisation, il existe encore des limitations en ce qui concerne la modélisation des 

atomes (en conflit), voire des chaînes, qui se chevauchent (Abramson et al., 2024). Certains 

de nos modèles, avec des scores pTM ou iPTM (dans le cas des complexes) trop faibles 

(score inférieur à 0,4) n’ont pas été montrés dans ce travail.  

Les structures et les surfaces ont été visualisées à l’aide de PyMOL (Schrödinger and 

Delano., 2020). Certains modèles ont été alignés en utilisant PyMOl qui permet de calculer 

le RMSD entre deux structures (root mean square deviation). Plus le RMSD est proche de 0, 

plus l’alignement entre deux protéines est important. 

 



 

83 
 

7.2.4 Alignements multiples des séquences 

 

Les séquences des orthologues de AtPII1 ont été récupérés depuis le site TAIR 

(https://www.arabidopsis.org/), banque de données du génome d’Arabidopsis thaliana et 

qui fournit des informations telles que les orthologues, l’expression des gènes, les stocks 

d’ADN etc… Les séquences de 27 orthologues ont été alignées avec AtPII1 en utilisant 

BLASTp (Altschul et al., 1990) et l’alignement multiple a été calculé avec COBALT 

(Papadopoulos and Agarwala., 2007) avec les paramètres par défauts.  

 

7.2.5 Prédiction coiled-coils 

 

La séquence peptidique de PII1(Q8H1E5) a été soumise aux programmes MARCOIL et 

DeepCoil2 et PCOILS afin de prédire les structures en CC (Delorenzi and Speed., 2002; 

Gruber et al., 2006; Ludwiczak et al., 2019). Ces méthodes sont disponibles sous des 

versions web. 

 

7.2.6 Prédiction des résidus conservés 

 

 Les résidus conservés ont été identifiés par deux méthodes. Dans la première 

méthode, les résidus conservés ont été identifiés à partir de l’alignement entre les 

orthologues de AtPII1 avec Blasp et Cobalt (Papadopoulos and Agarwala., 2007). 

L’alignement final a été soumis à EndScript qui permet de mettre en évidence les résidus 

conservés et est disponible sur le serveur : https://endscript.ibcp.fr/ESPript/ENDscript/ 

(Robert and Gouet., 2014).  Dans la deuxième méthode, la structure AF3 de PII1 a été 

soumise à ConSurf disponible sur le serveur : https://consurf.tau.ac.il/consurf_index.php 

(Ashkenazy et al., 2016). La protéine est d’abord soumise à Blast à partir de la base de 

données protéiques UniRef. Ensuite, ConSurf recherche des orthologues et fait l’alignement 

avec MAFFT et l’alignement de séquence multiple. Enfin, les résidus conservés sont colorés 

en fonction de leur niveau de conservation : du cyan (variable) à rouge (conservé). 

https://endscript.ibcp.fr/ESPript/ENDscript/
https://consurf.tau.ac.il/consurf_index.php
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Ce projet de thèse a pour but de caractériser la fonction de deux protéines du 

métabolisme de l’amidon impliquées dans l’étape d’initiation, PII1 et SS4. Mes résultats se 

structurent en cinq chapitres.  

Les trois premiers chapitres concernent la production des protéines PII1, SS4, ainsi 

que du complexe PII1/SS4. Le but initial de ce projet était l’étude structurale de PII1 et de son 

interaction avec SS4. Du fait de la grande difficulté que j’ai rencontrée pour obtenir des 

échantillons protéiques solubles dans un premier temps et monodisperses et stables dans 

un deuxième temps, une grande partie de mon travail a consisté à obtenir des échantillons 

compatibles avec des études structurales. De nombreux tests d’expression et constructions 

ont dû être réalisés pour obtenir des échantillons protéiques utilisables et ont constitué plus 

de la première moitié de mon travail de thèse. L’ensemble des conditions testées est listé 

par protéine dans les Tableaux 4 à 12 à la fin du chapitre 3. 

Dans un second temps, du fait de la propension des deux protéines à former des 

agrégats, nous avons préféré les étudier par des approches de bio-informatique combinées 

à des approches biochimiques et biophysiques qui seront décrites dans le chapitre 4.  

 Enfin, dans la cinquième partie, nous avons réalisé les tests d’activité enzymatique à 

partir des constructions tronquées de SS4. Puis de façon à avancer dans la caractérisation 

de la fonction de PII1, nous avons étudié l’effet de la présence de PII1 sur l’activité de SS4. 

L’ensemble de ces travaux ont fait l’objet d’un article de recherche actuellement soumis au 

journal Plant Physiology, en cours de révision (Annexe 1). 

Une dernière partie de mes travaux concerne les protéines de l’assemblage et de la 

protection du grain :  LESV et ESV1 qui constituaient le sujet de thèse de Rayan Osman dans 

notre équipe. J’ai participé à ce travail notamment dans les mesures et traitements de 

données de SAXS, CD et de microscopie de fluorescence mesurés sur les lignes SWING, 

DISCO-CD et DISCO-imaging du synchrotron SOLEIL. A ce titre, je suis deuxième auteure 

sur un article publié dans Plant Physiology cette année (Annexe 2).  Après le départ de Rayan 

Osman, j’ai finalisé un projet visant à mettre en évidence le rôle de ESV1 dans la protection 

des grains d’amidon qui fera l’objet d’une publication avec d’autres données en cours 

d’écriture et sur laquelle Rayan Osman et moi serons co-premières auteures. 
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Chapitre 1. Analyse de l’expression de PII1 

 

Dans ce chapitre j’ai entrepris la production de la protéine PII1 sous sa forme entière 

puis tronquée pour faciliter sa solubilisation. Un travail important d’optimisation des 

conditions de production des échantillons protéiques a été mené en modifiant les 

conditions d’expression, la souche bactérienne ou les vecteurs d’expression. S’ajoute à cela 

l’optimisation de la purification en utilisant diverses approches de séparation des protéines. 

Ce travail d’expression et de purification a pour but de préparer des échantillons de PII1 pour 

son étude par des approches de biophysique ou de biologie structurale. 

 

1.1 Optimisation des conditions d’expression et de la solubilité de PII1 

1.1.1 Tests d’expression 

 

À mon arrivée au laboratoire, la protéine PII1 venait d’être caractérisée. Dans ce 

contexte, des premiers essais de production de PII1 recombinante chez la bactérie E.coli 

BL21(DE3) semblaient indiquer qu’une fraction de la protéine exprimée était soluble. La 

construction utilisée a été synthétisée avec des codons optimisés pour son expression par 

E. coli et insérée dans un plasmide pENTR-D-TOPO puis dans le vecteur d’expression 

pET300 permettant l’insertion d’une étiquette 6-His à l’extrémité N-terminale de la protéine. 

Les résultats préliminaires obtenus avaient montré une expression visible sur SDS-PAGE 

dans la fraction induite mais peu dans la fraction soluble (résultats non publiés). Répéter ce 

résultat a constitué le point de départ de mon travail.  
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PII1 clonée dans le vecteur pET300 a été produite dans la souche BL21(DE3) en 

testant deux méthodes d’induction, soit par l’ajout d’IPTG 0,1 mM soit par AI. Les cultures 

ont été incubées toute une nuit à 20°C. Les protéines solubles ont ensuite été récupérées 

après lyse des cellules bactériennes puis purifiées sur résine de nickel par batch. Les 

résultats sont présentés dans la Figure 22. 

 

Figure 22. Expression et solubilité de PII1. SDS-PAGE 10% coloré au bleu de Coomassie de PII1-pET300 
exprimée dans deux conditions d’induction différentes (0,1 mM d’IPTG ou auto-induction AI). NI = fraction non 
induite. I = fraction induite. S = soluble. E = fraction purifiée sur résine de Nickel. La flèche correspond à la 
région de migration attendue pour PII1.  

 

L’analyse des résultats montre que PII1 est exprimée en quantité similaire quelles 

que soient les conditions d’induction choisies (Pistes I). En revanche, dans les deux cas on 

observe très peu de protéines solubles (Pistes S) et aucune bande correspondant à PII1 

visible après purification (Pistes E).  

Des approches de génomique fonctionnelle ont montré que le niveau d’expression 

et de solubilité d’une protéine recombinante peut varier de façon drastique en fonction de 

la souche bactérienne utilisée, de ce fait nous avons testé l’expression de PII1 dans d’autres 

souches d’expression (Jonasson et al., 2002). Certaines d’entre elles comme Rosetta-Gami 

sont des souches dérivées de BL21(DE3) qui améliorent l’expression des protéines car 

contiennent des codons rarement utilisés chez E. coli. D’autres souches comme C41 ou 
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C43 permettent de conférer une résistance en cas de protéines toxiques. La protéine a été 

exprimée dans les deux conditions d’induction, à savoir avec l’induction des gènes par 

l’IPTG ou AI (Figure 23).  

Afin de tester tous ces paramètres, j’ai mis en place un protocole standard (décrit 

dans la partie Matériel et Méthodes). Brièvement, nous avons utilisé 50 ml de culture 

bactérienne puis induit l’expression des protéines. Les fractions protéiques avant (NI) et 

après (I) induction, soluble après lyse (S) ont été analysées sur SDS-PAGE. Les résultats sont 

présentés Figure 23. Tous les tests d’expression réalisés avec PII1 sont listés dans le Tableau 

4. 

 

Figure 23. Optimisation de l’expression de PII1 en fonction de la souche et du vecteur d’expression. (A) 10% 
SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie de PII1-pET300 exprimée dans les souches C41, C43 ou Rosetta-
Gami. (B) 10% SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie de PII1 exprimée dans BL21(DE3) et clonée dans le 
vecteur pML310 qui contient une étiquette 6- His et une fusion avec la Thioredoxine (TRX) et dans pML333 qui 
contient une étiquette 6-His et un module Maltose Binding Protein (MBP). NI=fraction non induite. I =fraction 
induite. S = fraction soluble. La flèche correspond à la région de migration attendue pour chaque construction. 
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L’analyse des résultats montre que la quantité de protéines exprimées est plus faible 

dans les souches C41, C43 et Rosetta-Gami que dans la souche BL21(DE3) et que celles-ci 

n’ont pas permis d’améliorer la quantité de protéines solubles. Nous avons, en 

conséquence, décidé de continuer les tests d’expression dans la souche BL21(DE3) pour 

caractériser le vecteur d’expression le plus adapté pour obtenir de la protéine soluble 

(Figure 23). En effet, fusionner la protéine à une protéine chaperonne ou un peptide soluble 

peut permettre d’améliorer sa solubilité. Pour cela PII1 a été transférée dans le plasmide 

pML333 ou pML310 par LR réaction à partir du pENTR-D-TOPO-PII1. pML333 permet 

d’ajouter une étiquette 6-His pour faciliter la purification et une protéine de liaison au 

maltose (MBP) qui facilite le repliement protéique. pML310 permet d’ajouter la protéine 

thioredoxine (TRX) qui peut également faciliter la solubilisation (Figure 23).    

 Les résultats ne montrent aucune amélioration de la solubilité par rapport à 

l’expression dans le vecteur pET300. En résumé, le meilleur résultat que nous ayons obtenu 

pour l’expression de PII1 est dans la souche BL21(DE3) lorsque PII1 est clonée dans le 

vecteur pET300. Les conditions d’expression qui permettent d’obtenir une quantité de PII1 

détectable sont réalisées dans le milieu AI à 20°C pendant une nuit. C’est donc dans ces 

conditions que nous avons exprimé PII1 pour la suite des expériences.  

Afin d’améliorer la solubilité de PII1 j’ai décidé de tester différents milieux d’AI (Figure 

24). Pour cela j’ai fait varier la concentration des trois sources de carbone présentes dans le 

milieu ZY-50x5052 qui compose le milieu d’AI à savoir le glucose, le glycérol ou le lactose. 

Les protéines ont été exprimées dans 24 conditions différentes. Un gradient de 

concentration a été appliqué pour le glucose (0 à 0,1%), le lactose (0 à 0,3%) et le glycérol 

(0 à 0,3%) en utilisant une base constante du milieu ZYP comme décrit dans la section du 

matériel et méthodes (Tableau 3). De plus, la production des protéines a été réalisée à trois 

températures d’incubation différentes : à 20°C, 30°C et 37°C pendant 3h.   
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Tableau 3. Compositions des milieux auto-inductibles utilisés pour l’optimisation de l’expression et de la 
solubilité de PII1-pET300 dans BL21(DE3). 

 

 

 

Figure 24. Optimisation de l’expression de PII1 par auto-induction. SDS-PAGE 10% coloré au bleu de 
Coomassie de PII1-pET300 induite dans les conditions d’auto-induction du Tableau 3, 3h à 20,30 ou 37°C. I = 
fractions après induction et S = fractions solubles. glyOH = glycérol, Glc = Glucose. La flèche correspond à la 
zone de migration attendue pour PII1. 

 

Le résultat du criblage à 20°C montre que PII1 est faiblement exprimée quel que soit 

le milieu d’AI. Il est probable que cette température soit trop basse pour voir une expression 

protéique après seulement 3h d’induction. En revanche, l’expression de PII1 est plus élevée 

à 30°C avec une forte expression de PII1 dans presque toutes les conditions d’AI. Cependant 

la quantité de protéines solubles est la même dans chaque condition à un taux relativement 

bas. Enfin à 37°C, l’expression de PII1 est variable selon les milieux utilisés mais inférieure 
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à l’induction à 30°C. Bien qu’il y ait des variations dans les différents essais, les quantités 

de protéines solubles sont trop faibles pour les expériences de biologie structurale que nous 

souhaitons réaliser par la suite.  

Après ces nombreux tests, nous avons décidé d’utiliser la condition d’expression la 

plus prometteuse en termes de quantité de protéines solubles, à savoir dans le vecteur 

pET300 et la souche BL21(DE3), induite par auto-induction à 20°C toute la nuit. C’est ce 

mode d’expression qui a été appliqué par la suite dans ce travail.  

 

1.1.2 Expression de PII1-pET300  

 

Pour récupérer un maximum de matériel protéique soluble nous avons continué les 

essais de production de PII1 en augmentant volume de culture. Pour cela nous avons 

appliqué le protocole décrit précédemment sur un volume de culture à 500 ml. Le culot 

bactérien est resuspendu dans un tampon de lyse 50 mM Tris pH 8, NaCl 300 mM. La lyse 

chimique étant plutôt réservée pour de petits volumes de culture, les bactéries sont lysées 

par pression lorsqu’il s’agit de volumes de culture plus importants. Les fractions sont 

ensuite analysées par SDS-PAGE et la présence de PII1 a été vérifiée par spectrométrie de 

masse MS-MS MALDI-TOF (Figure 25). 
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Figure 25. Expression et caractérisation de PII1-pET300 produite dans BL21(DE3). (A) SDS-PAGE 10 % coloré 
au bleu de Coomassie de PII1-pET300 induite par auto-induction toute une nuit à 20°C. NI =fraction non 
induite. I = fraction induite. S = fraction soluble. C = fraction non soluble.  (B) Analyse par spectrométrie de 
masse MS-MS de la fraction soluble issue de (A). La flèche correspond à la zone de migration attendue pour 
PII1. 

 

 Les résultats obtenus montrent que PII1 est exprimée (Piste 1) et soluble en faible 

quantité (Piste S). La bande correspondante à PII1 de la piste soluble a été traitée à la 

trypsine et les peptides obtenus ont été analysés par spectrométrie de masse (encadré 

rouge). PII1 a été identifiée en rang 1 avec 81% de recouvrement de séquence, ce qui 

confirme la présence de PII1 dans la fraction soluble.  En revanche, on remarque que la 

majeure partie des protéines sont concentrées dans la fraction insoluble du culot bactérien 

(Piste C). A ce stade nous pouvons considérer PII1 comme étant une protéine 

majoritairement insoluble et qui présente une quantité très limitée de protéine solubles.  

Pour améliorer le rendement de l’obtention de protéines solubles, j’ai testé l’effet de 

différents tampons de lyse additionnés d’additifs et/ou détergents. J’ai ajouté 0,1% de Triton 

X100, un détergent doux afin de masquer d’éventuelles régions hydrophobes pouvant 

empêcher la solubilisation des protéines. J’ai également ajouté de l’EDTA à 15 mM ou 1 mM 

pour prévenir de la dégradation des protéases et également testé l’effet de la concentration 

en sels sur la solubilité en rajoutant 1M ou 2M de NaCl. Enfin j’ai réalisé un autre tampon de 

lyse avec un mélange de NaCl 1M, EDTA 1mM et/ou Triton X100 0,1 % et du DTT 0,1mM un 
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réducteur qui facilite la solubilisation et protège de l’oxydation des cystéines. Les résultats 

obtenus sont présentés en Figure 26. 

 

Figure 26. Optimisation de la solubilité de PII1 par l’ajout d’additifs dans le tampon de lyse. (A) SDS-PAGE 10% 
de PII1-pET300 solubilisé dans des tampons de lyse additionnés de différents additifs sur la base de 50 mM de 
Tris pH8. (B) SDS-PAGE 10% de PII1-pET300 solubilisé dans un tampon contenant du Tris pH 8, DTT 0,1mM, 
EDTA 1 mM et 5% de glycérol. NI = fraction non induite, I= fraction induite par auto-induction à 20°C 12h, S= 
fraction soluble. La flèche correspond à la zone de migration attendue pour PII1. 

 
 

L’analyse des résultats montre que PII1 est bien exprimée (Piste I), par contre dans 

les pistes solubles (Piste S), PII1 est très faiblement présente ce qui signifie que l’ajout 

d’additifs ou détergents n’améliore pas la quantité de protéines solubles. A la suite de ces 

résultats et pour donner une chance de solubilisation, j’ai entrepris de solubiliser PII1 à 

partir des corps d’inclusion, fraction dans laquelle la protéine est en quantité très 

importante.  

Les corps d’inclusion ont été préparés en les lavant plusieurs fois dans un tampon 

avec 2M d’urée et 20% de Tween20 (cf. protocole entier dans la section Matériel et 

Méthodes). L’urée permet de détacher les protéines des membranes bactériennes et le 

Tween 20 est un détergent non ionique qui permet de solubiliser la protéine. La protéine PII1 

a été dénaturée avec 8M d’urée puis progressivement repliée dans un tampon de 

renaturation sans urée. Lors de cette étape, un précipité blanc est apparu dans la solution 

de renaturation indiquant que PII1 ne s’est pas repliée correctement ou n’est pas soluble 

dans le tampon (résultats non représentés).  
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En conclusion, bien qu’une quantité relativement faible de PII1 soit soluble, la 

majorité des protéines se trouvent dans les corps d’inclusion. Cette quantité de protéine est 

insuffisante et incompatible avec l’idée de pouvoir continuer son analyse structurale.  

Je me suis alors interrogée sur les raisons responsables de cette insolubilité. J’ai 

décidé d’orienter mes recherches vers deux possibilités pour élaborer la suite de mon travail 

de recherche. 

- Une ou plusieurs régions de PII1 pourraient être responsables de l’insolubilité et 

devront, si possible, être identifiées. Des constructions tronquées de ces régions pourraient 

être plus solubles. 

- PII1 requiert la présence d’un ou plusieurs de ses partenaires pour être soluble. 

 

1.2 Réalisation et expression des constructions tronquées de PII1 

1.2.1 Clonage des constructions tronquées 

 

Nous avons émis précédemment l’hypothèse de la présence de régions pouvant gêner 

la solubilisation de PII1. Pour les identifier, nous nous sommes basés sur le modèle de PII1 

tel qu’il est prédit par AF2, disponible sur https://alphafold.ebi.ac.uk/ à partir du code 

Uniprot Q8H1E5 (Figure 27) (Jumper et al., 2021). 

 
 

https://alphafold.ebi.ac.uk/
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Figure 27. Analyse structurale de PII1 et conception des constructions tronquées (A) Modèle AlphaFold2 de 
PII1 représenté en cartoon dans la surface moléculaire. Les six hélices sont numérotées de H1 à H6 de 
l’extrémité N-terminale à C-terminale de la protéine. Les régions sont colorées en fonction de l’indice de 
confiance du modèle (pLDDT) indiqué à droite. (B) Représentation schématique des constructions de PII1.  ∆= 
Délétion de X acides aminés. H=hélices. 

 
 

La structure de PII1 est composée de 6 hélices (H1 à H6) de taille variable (Figure 

27). Les hélices H2 (104 à 312 résidus) et H3 (320 à 563 résidus) sont longues et 

susceptibles de pouvoir s’associer entre elles pour former les régions CC prédites. A ce 

stade de ma thèse ce modèle AF2 ne prédit pas de régions CC, nous verrons par la suite que 

nous avons réussi à améliorer ce modèle par d’autres approches mais c’est avec le modèle 

décrit ici que j’ai défini les bornes des constructions tronquées. 

Les hélices H1 (72 à 90 aa), H4 (599 à 679 aa), H5 (683 à 725 aa) et H6 (743 à 768 

aa) sont plus courtes mais également prédites avec un haut degré de confiance. Le modèle 

obtenu par AF2 prédit une structure en hélice avec un score d’indice de confiance élevé à 

très élevé sur l’ensemble de la structure excepté au N-terminal de H1 et entre H3 et H4 où 

l’on observe une région désordonnée (pLDDT < 50). Nous avons estimé que ces régions 

désordonnées pourraient être à l’origine de l’insolubilité de PII1 sous sa forme entière.   
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Pour augmenter la solubilité de PII1 j’ai réalisé quatre constructions tronquées en 

supprimant la région N-terminale désordonnée (Figure 27B). Ensuite j’ai gardé ou pas 

l’hélice 1 (H1) qui semble être prédite avec un indice de confiance élevé. Les hélices H2 et 

H3 ont été conservées dans toutes les constructions tronquées car elles sont susceptibles 

de pouvoir former des CC, comme prédit dans les études antérieures 

(Vandromme  et  al.,  2019) mais aussi parce que ces deux hélices sont conservées parmi 

les orthologues PII1. L’analyse des régions conservées sera discutée dans le paragraphe 

4.1.6 du chapitre 4. Enfin j’ai gardé ou non l’extrémité C-terminale qui comprend H4, H5 et 

H6 pour éliminer la région désordonnée entre H3 et H4 qui peut gêner la solubilité de PII1 et 

dont la structure « très rectiligne » n’est probablement pas prédite correctement dans le 

modèle.  

 
En résumé, à partir du modèle AF2, nous avons réalisé quatre constructions tronquées 

de PII1 (Q8H1E5) clonées dans le vecteur pET300 (Figure 27B). La première construction, 

PII1∆71, comporte la séquence entière sans les 71 premiers résidus qui sont prédits 

désordonnés. De même pour la deuxième construction, PII1∆101, qui exclut en plus la 

région H1.  La troisième construction PII1-H2H3 contient seulement les H2 et H3. Enfin 

PII1- H1H2H3 contient uniquement les hélices H1, H2 et H3.  

 

1.2.2 Tests d’expression 

 

Les tests d’expression pour ces constructions ont été réalisés avec le même protocole 

que celui décrit dans le matériel et méthodes et nous avons également comparé le mode 

d’induction par IPTG 0,5 mM ou par auto-induction à 20°C toute la nuit (Figure 28). Le PM 

attendu des constructions tronquées est de 82 kDa pour PII1Δ71, 78 kDa pour PII1Δ101, 

57  kDa pour PII1-H1H2H3 et 53 kDa pour PII1-H2H3. 



 

97 
 

 
 
Figure 28. Expression des constructions tronquées de PII1. SDS-PAGE 10% coloré au bleu de Coomassie des 
différentes constructions de PII1 .NI = fraction induite. I =fraction induite. S = fraction soluble.  E = fraction 
purifiée sur résine de Nickel.  La nature des constructions et le mode d’induction sont indiqués respectivement 
en haut et en bas de chaque gel. Les flèches correspondent à la zone de migration attendue pour les 
constructions de PII1. 

 

Les résultats montrent que toutes les constructions protéiques sont exprimées 

quelles que soient les conditions d’induction mais on observe des différences d’expression 

et de solubilité.  Ainsi, les constructions PII1Δ71 et PII1Δ101 sont les plus exprimées mais 

sont peu solubles (Piste S). En revanche, les constructions PII1-H1H2H3 et PII1-H2H3 

permettent l’obtention de protéines solubles en grande quantité4. La suppression des 70 

premiers résidus et la région prédite désordonnée entre H3 et H4 semblent avoir facilité la 

solubilisation de PII1.  

PII1-H1H2H3 est plus soluble après induction par AI tandis que PII1-H2H3 est autant 

soluble après induction avec l’IPTG que par auto-induction. On observe cependant que 

PII1- H2H3 permet l’obtention d’une plus grande quantité de protéines par rapport aux 

autres constructions protéiques.  
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L’ensemble des travaux d’optimisation, d’expression et de purification effectué sur 

toutes les constructions durant ce travail de thèse est listé dans les Tableaux 5 et 6. J’ai 

choisi de travailler avec PII1-H2H3 pour la suite de ce travail. 

 

1.2.3 Purification de PII1-H2H3 

 

Afin de collecter plus de matériel protéique, j’ai exprimé PII1-H2H3 dans un plus grand 

volume de culture (500 ml). Les cultures ont été réalisées dans les conditions décrites dans 

le chapitre précédent. Après solubilisation, le protocole de purification de la protéine a été 

défini après l’utilisation de plusieurs approches de purification par chromatographie : une 

étape de chromatographie d’affinité suivie d’une étape de chromatographie d’exclusion 

stérique. 

Première étape : Chromatographie d’affinité sur ions métalliques immobilisés  

 

Lors des tests d’expression, étant donné que nous travaillions avec des petits 

volumes de culture, j’ai purifié les protéines en tube sur un petit volume résine de Nickel. 

Afin de faciliter le protocole de purification et de pouvoir suivre l’élution des protéines, j’ai 

utilisé ici une colonne d’affinité IMAC (Histrap excel de 5 ou 1 ml, Cytiva) et un système de 

purification AKTA (Cytiva) qui offre l’avantage de pouvoir travailler de façon reproductible et 

de fractionner l’élution des protéines purifiées (Figure 29).  
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Figure 29. Purification par chromatographie d’affinité de PII1-H2H3-pET300 sur colonne IMAC HisTrap Excel 5 
ml. A gauche chromatogramme indiquant le profil d’élution à droite le SDS-PAGE analysant l’induction et la 
purification de l’échantillon. NI = fraction non induite. I = fraction induite. S = fraction soluble. FT = fraction non 
retenue. Les pistes 1 et 2 correspondent aux fractions après purification colonne de Nickel. La flèche 
correspond à la zone de migration attendue pour PII1-H2H3. 

 
L’analyse des résultats montre une quantité importante de protéines exprimées et 

solubles (Piste I et S). La majeure partie de PII1-H2H3 n’est cependant pas retenue sur la 

résine (piste FT), ce qui peut s’expliquer soit par une saturation de la colonne du fait de la 

grande quantité de protéines présentes, soit par l’inaccessibilité de l’étiquette 6-His pour 

une partie des protéines. Compte tenu de la structure prédite en CC de PII1-H2H3, il est 

probable qu’elle s’auto-agrège et qu’une partie des étiquettes soient masquées dans les 

complexes. Cependant, contrairement à la forme entière de PII1, une partie des protéines 

solubles est retenue sur la colonne puis éluée. On note la présence de contaminants à 

l’issue de cette étape que nous avons voulu éliminer avec une deuxième étape de 

purification.   

 

Deuxième étape : chromatographie d’exclusion stérique 

 

Afin d’éliminer les contaminants encore présents à l’issue de la première étape et 

pour évaluer la monodispersité de la solution de PII1-H2H3, nous avons effectué une 

deuxième étape de purification par chromatographie d’exclusion stérique avec une colonne 

Superdex 200 10/300 GL (Figure 30).  
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Figure 30. Purification par chromatographie d’exclusion stérique de PII1-H2H3-pET300 sur colonne Superdex 
200 10/300 GL. A gauche le profil d’élution indique les volumes d’élution de chaque pic. Les étoiles indiquent 
les fractions analysées par SDS-PAGE (à droite). La flèche correspond à la zone de migration attendue pour 
PII1-H2H3. 

 

Sur le chromatogramme, on constate la présence d’au moins six pics d’intensité 

variable dont j’ai analysé le contenu par SDS-PAGE. Le pic 4 contient plusieurs pics non 

séparés. La protéine PII1-H2H3 est éluée majoritairement dans le pic 3 (12 ml). En revanche, 

PII1 est présente dans tous les autres pics, notamment le pic 1, élué très tôt. Cela peut être 

expliqué en partie par la structure non globulaire de PII1-H2H3 qui pourrait alors passer 

entre les billes de silices (ou ne pas en ressortir facilement). Lors des nombreuses 

purifications, j’ai fréquemment observé que PII1-H2H3 était éluée très tôt (entre 7 et 9 ml), 

probablement à cause du fait qu’elle se regroupe en formant une grosse molécule sous la 

forme d’agrégats solubles qui passent hors des billes de silice. Du fait de la structure de la 

protéine, il est probable que les volumes d’élution ne soient pas informatifs ni de la 

polydispersité de la solution ni du PM, ni de l’état d’oligomérisation.  

Pour optimiser le profil d’élution et la qualité de l’échantillon, j’ai testé d’autres 

tampons, avec différents pH, pour équilibrer la colonne de chromatographie, à savoir, Tris 

pH8, Bicine pH 9, Mes pH 6, Hepes pH 7, et acétate de sodium pH 4,5 (Figure 31). Les 

fractions ont été analysées sur SDS-PAGE 10%.   
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Figure 31. Optimisation du choix du tampon d’élution pour la purification de PII1-H2H3 par chromatographie 
d’exclusion stérique sur Colonne Superdex 200 10/300 GL. (A) Profils d’élutions de PII1-H2H3 dans le tampon 
Tris pH 8 (bleu), Mes pH 6 (orange) ; acétate de sodium pH 4,5 (vert) ; bicine pH 9 (violet) et Hepes pH 7 (rouge), 
dans un tampon contenant également 150 mM de NaCl et 2% de glycérol. (B) Analyses SDS-PAGE 10% 
colorés au bleu de Coomassie de PII1-H2H3 après purification par chromatographie d’exclusion stérique. La 
flèche correspond à la région de migration attendue pour PII1-H2H3.   
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Chaque profil d’élution présente de nombreux pics imbriqués quel que soit le 

tampon utilisé. On peut regrouper ces pics en fonction du volume d’élution : à 7, 12 et 22 ml 

qui sont encadrés en rouge, vert ou bleu respectivement sur la Figure 31A. L’intensité des 

pics à 7 et 12 ml est inférieure à 50 mAU, ce qui peut se traduire par une faible quantité de 

protéines. PII1 possède peu de résidus aromatiques dont un seul tryptophane, ce qui peut 

expliquer la faible valeur d’absorbance. Contrairement à ce à quoi on pourrait s’attendre, les 

protéines éluées à 7 ml sont visibles sur SDS-PAGE et correspondent à PII1-H2H3 et cela 

dans tous les tampons, sauf dans l’acétate de sodium, où PII1-H2H3 n’est pas stable (Figure 

31B). Pour un temps de rétention plus élevé (12 ml), on constate que ce sont surtout les 

protéines d’E. coli qui sont éluées.  Au volume de rétention de 22 ml, aucune protéine n’est 

visible sur SDS-PAGE.  

Finalement, le pH ne semble pas avoir d’effet sur la séparation des pics en revanche 

on peut observer que dans l’HEPES, on récupère un peu plus de protéines en comparaison 

aux autres tampons et la bande correspondant à PII1-H2H3 est plus nette. Pour ces raisons 

nous avons sélectionné le tampon HEPES à pH 7 pour continuer les études. 

En résumé de ce chapitre, nous avons testé plusieurs méthodes d’expression et de 

purification pour PII1 ou PII1-H2H3. L’ensemble des résultats obtenus montre que PII1 

entière est très peu soluble et stable ce qui ne permet pas de l’utiliser par les approches 

structurales classiques (cristallographie aux RX ou Small Angle X-rays Scattering SAXS). La 

présence de régions CC est probablement responsable d’interactions non spécifiques des 

molécules entre elles, ce qui rend l’étape de purification difficile. Les constructions 

tronquées que j’ai réalisées permettent néanmoins d’obtenir des protéines solubles, que 

nous avons pu purifier par chromatographie d’affinité. Si l’étape de chromatographie SEC ne 

permet ni l’étude de la polydispersité de la protéine ni d’évaluer son état oligomérique, elle 

a néanmoins permis d’éliminer quelques contaminants et nous avons gardé cette étape 

dans le protocole de purification pour l’étude SR-CD.  Les expériences de doubles hybrides 

avec SS4 comme protéine proie (Vandromme et al., 2019) avaient montré une interaction 

avec PII1. Ces observations nous ont conduit à penser que la stabilité de PII1 nécessite 

peut-être la présence d’un ou plusieurs de ses partenaires pour acquérir une stabilité en 

solution. Nous avons donc entrepris, dans un premier temps, la production de son 

partenaire SS4 qui joue un rôle majeur dans l’initiation des grains d’amidon. 



 

103 
 

Chapitre 2. Analyse de l’expression de SS4 

 

Dans ce chapitre nous avons entrepris la production de SS4 pour, à terme, 

coexprimer PII1 (et constructions tronquées) et SS4. En effet, en raison de l’instabilité de PII1 

nous avons envisagé de stabiliser PII1 par l’interaction avec son partenaire SS4.  Les 

résultats de la co-expression seront décrits dans le chapitre 3. Dans ce chapitre 2, nous 

avons utilisé trois constructions tronquées de SS4 plus faciles à produire que la protéine 

entière, moins stable. Ces clonages ont été réalisés avec l’aide du Dr David Dauvillée (USGF, 

Lille). Ce fut le fruit d’un long travail qui a nécessité beaucoup de temps étant donné que 

nous avons utilisé les enzymes de restriction plutôt que le système Gateway pour cloner. J’ai 

également eu de la difficulté à obtenir des séquences nucléotidiques sans mutation après 

la ligation. Après avoir obtenu les vecteurs plasmidiques d’intérêt nous avons par la suite 

entamé l’expression et la purification des échantillons protéiques des constructions de SS4.  

 

2.1 Clonage des constructions tronquées SS4 

 

Dans notre équipe de recherche, des tests d’expression ont été menés sur la forme 

entière de SS4 (110 kDa). Les résultats montraient que SS4 subissait une protéolyse, visible 

dans la fraction soluble (Figure 32). En effet, on remarque la présence de deux bandes 

autour de 55 kDa qui ont pu être identifiées par spectrométrie de masse et correspondant à 

deux fragments stables de SS4 (C-terminal et N-terminal). Ces fragments semblent issus 

d’une coupure environ au milieu de la séquence (1040 résidus). 
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Figure 32. Analyse SDS-PAGE de la purification par chromatographie d’affinité de SS4 pDest17 produite dans 
BL21(DE3). Résultats issus de la thèse de Maude Facon (USGF, 2014). 

 
À partir de ce constat, j’ai stratégiquement effectué des constructions tronquées de SS4 

plutôt que de travailler sur la protéine entière pour améliorer les chances de solubilité 

(comme ce fut le cas avec PII1). Pour sélectionner les constructions tronquées, je me suis 

basée sur les travaux de Raynaud et al.,(2016) qui proposent que SS4 soit formée d’une 

région N-terminale composée de quatre régions CC (CC1, CC2, CC3 et CC4) et une région 

de dimérisation (RD) (cf. Introduction, Chapitre 3.1.4  Rôles distincts des domaines de SS4) 

et d’une région C-terminale comprenant le domaine catalytique. Dans cette étude, SS4 a 

été exprimée dans E. coli sous différentes versions tronquées solubles avec la région CC3 

jusqu’au C-terminal ou la région RD jusqu’au C-terminal (Raynaud et al., 2016) (cf BioRxiv 

Bossu et al.,2024).  

Le PM calculé à partir de ProtParam de la région N-terminale et C-terminale fait 

respectivement 61 kDa et 56 kDa et coïncide avec la taille des fragments observées sur gel 

SDS-PAGE, d’environ 55 kDa (Figure 32). Cela signifie que ces deux régions sont stables et 

solubles séparément en solution. De plus, la structure du domaine catalytique ayant été 

résolue par cristallographie, nous sommes partis du constat que la partie catalytique serait 

stable et soluble (Nielsen et al., 2018).  

A partir de ces observations, nous avons donc utilisé l’extrémité C-terminale, comme 

point de départ des constructions, puis rajouté progressivement des régions prédites en CC 

du N-terminal (CC3 ou CC4), dans l’optique de pouvoir former des complexes avec PII1. 
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Enfin nous avons conservé la région RD qui est nécessaire à la dimérisation de SS4 et car 

c’est sous la forme dimérique qu’elle interagit avec PII1 et que son activité catalytique est 

fonctionnelle.  

En résumé, nous avons réalisé trois constructions tronquées de SS4 clonées dans un 

vecteur pETDuet, qui permet l’ajout d’une étiquette 6-His en N-terminal (Figure 33). La 

première construction contient le domaine catalytique et le domaine de dimérisation 

(SS4∆466, 63 kDa). La deuxième construction contient en supplément le CC4 (SS4∆403, 

69 kDa) et la dernière construction contient CC3, CC4, RD et le domaine catalytique 

(SS4∆349 75 kDa)(Figure 33). 

 

 

Figure 33. Description schématique des constructions tronquées de SS4. Figure du haut : Structure de SS4 
décrite par Raynaud et al 2007, les régions coiled-coils sont indiquées en orange, la région de dimérisation 
(CR) en violet et la région catalytique en bleu.  Figure du bas : Structure des constructions tronquées de SS4 
réalisées.  TP=peptide de transite, GT= glycosyltransférase. 

 

2.2 Tests d’expression des constructions tronquées de SS4 

 

Les tests d’expression ont été réalisés avec le même protocole que celui utilisé pour 

les constructions de PII1 décrit dans la section « Matériel et méthodes ». Les conditions 

testées sont listées dans les Tableaux 7, 8 et 9.  Les résultats sont montrés Figure 34. Le PM 

attendu des constructions tronquées est de 75 kDa pour SS4Δ349, 69 kDa pour SS4Δ403 et 

63 kDa pour SS4Δ466. 
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Figure 34. Tests d’expression des constructions tronquées SS4 pETDuet. Le mode d’induction est indiqué sous 
les gels. NI= fraction non induite, I = fraction induite, S = fraction soluble. Les flèches correspondent à la zone 
de migration attendue pour les constructions tronquées de SS4. 

 
Les résultats montrent que les trois constructions sont exprimées (Piste I) et solubles 

(Piste S), bien que retrouvées en petite quantité. On observe que pour chaque construction, 

l’induction à 20℃ sur la nuit de même que la lyse dans le tampon HEPES (à l’exception de 

Δ466, plus soluble dans le tampon MES), permet d’obtenir le plus de protéines solubles.  

Afin de visualiser plus facilement les protéines sur SDS-PAGE, nous avons concentré 

très fortement les protéines à partir d’une culture de 100 ml dans 50 µl de résine et éluées 

avec 50 µl de tampon contenant 500 mM d’imidazole (Figure 35). 

 

 

Figure 35. Purification et caractérisation de SS4Δ349, SS4Δ403 et SS4Δ466. (A) SDS-PAGE 10% des 
constructions tronquées de SS4 pETDUET produites dans BL21(DE3), purifiées sur résine de Nickel.(B) 
Western-blot anti-His des constructions tronquées SS4 à partir des échantillons purifiés par affinité sur résine 
de nickel.  
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 Les résultats montrent que les protéines sont solubles et purifiées après une étape 

qui permet de se débarrasser de nombreux contaminants et de les distinguer visuellement 

des protéines de E. coli. Pour confirmer la présence de SS4, nous avons réalisé un Western-

blot anti-6-His sur ces mêmes échantillons (Figure 35B). L’analyse du gel Western-Blot 

confirme la présence des protéines sous forme soluble. On observe que la bande de 

SS4Δ466 est moins intense que celle des autres constructions et cela s’explique par le fait 

que l’étiquette 6-His est probablement moins accessible aux anticorps anti-6-His. 

 

2.3 Purification par chromatographie d’exclusion stérique 

 

À la suite de la purification par chromatographie d’affinité sur résine par batch à partir 

d’une culture de 100 ml dans le milieu LB, nous avons souhaité ajouter une deuxième étape 

de purification afin de se débarrasser des quelques contaminants restants. Afin de 

récupérer un maximum de protéines pures pour l’analyse de SS4, nous avons réalisé des 

cultures de 4x 500 ml. Étant donné que la purification d’affinité a permis d’obtenir des 

échantillons concentrés et relativement purs nous avons gardé le même protocole que 

précédemment en ajoutant proportionnellement la quantité de résine au volume de culture, 

soit 1 ml de résine pour 2L de culture. L’échantillon purifié a été déposé sur SDS-PAGE puis 

injecté directement dans la colonne de purification par exclusion stérique Superdex 200 

10/300 GL. Les résultats sont présentés dans la Figure 36.  
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Figure 36. Purification des constructions tronquées SS4 pETDUET par chromatographie d’exclusion stérique 
sur colonne Superdex 200 10/300 GL. Figure de gauche : profils d’élution superposés de SS4∆349 (bleu), 
SS4Δ403 (orange) et SS4Δ466 (vert). Les flèches colorées indiquent les pics dans lesquels sont retrouvées les 
constructions tronquées de SS4.  Figures de droite : SDS-PAGE 10 % colorés au bleu de Coomassie des 
protéines purifiées. Les pistes déposées correspondent aux pics des profils d’élutions. La piste affinité 
correspond à l’échantillon issus de l’élution de la première étape et injecté dans la colonne. 

 
 

Les profils d’élution montrent plusieurs pics relativement superposés. On peut 

compter 6 pics majoritaires à des volumes de rétention allant de 7 à 20 ml et d’intensité 

variable. Par ailleurs, on remarque un décalage du pic 3 selon les constructions protéiques. 

Sur SDS-PAGE, le pic 3 correspond aux protéines SS4Δ349 (Pistes 3 et 4), SS4Δ403 (Piste 3) 

et SS4Δ466 (Piste 4). Les protéines sont éluées à 12 ml. 

Cependant, on observe une faible quantité de protéines présentes après la deuxième 

étape de purification, et les échantillons contiennent encore des contaminants dont il est 

difficile de se débarrasser. Les fractions injectées après la purification réalisée par 

chromatographie d’affinité contiennent moins de protéines d’intérêt et plus de 

contaminants par rapport à la purification dans un petit volume de culture (100 ml) (Figure 

35A). La DO d’induction des protéines exprimées dans 100 ml était supérieure à celle des 

protéines exprimées dans un grand volume et pourrait expliquer cet écart. De plus, le lavage 

de la résine n’avait pas été fait avec 25 mM d’imidazole et a probablement eu un impact sur 
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la pureté de l’échantillon. Dans l’optique de récupérer un maximum de protéines pures, j’ai 

purifié les échantillons sur résine en prenant soin de laver correctement la résine de Nickel 

(résultats non présentés). Malgré l’amélioration de la pureté après la première étape de 

purification, cela a entraîné une perte de la quantité de protéines lors de la deuxième étape 

de purification, de telle sorte que la quantité de protéines récupérées n’était pas 

satisfaisante. 

En résumé, la production des protéines seules montre que les constructions 

tronquées de SS4 sont solubles et permettent de commencer les études de complexes avec 

PII1 toutefois la purification est difficile et comme PII1-H2H3, la protéine co-purifie avec des 

contaminants. En conclusion, de la même façon que pour PII1-H2H3, SS4 est difficile à 

purifier seule car elle n’est pas très stable sans ses partenaires de l’initiation. Il est probable 

que la suppression des CC1 et CC2 affecte également cette stabilité. 
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Chapitre 3. Formation du complexe PII1/ SS4 

 

Dans ce chapitre 3, le dernier qui concerne l’expression des protéines, nous allons 

nous attarder sur l’expression de PII1 et SS4 en mélange à partir des échantillons protéiques 

exprimés séparément ou co-exprimés.  

 

3.1 Co-purification des constructions tronquées de SS4 et PII1  

3.1.1 Co-purification par affinité 

 

Les résultats obtenus dans le chapitre 1 nous ont montré que PII1 était très peu 

soluble en solution et que les constructions PII1∆71 et PII1∆101 étaient solubles mais en 

trop faible quantité pour des études structurales. En revanche, la construction PII1-H2H3 

sur laquelle nous avions réalisé beaucoup de tests de purification est soluble, bien que 

difficile à purifier, avec un fort degré de pureté. Ayant émis l’hypothèse que PII1 pourrait être 

plus stable et soluble en solution en présence de SS4 (et inversement) j’ai réalisé des essais 

de co-purification de la protéine PII1 entière ou tronquée avec les constructions tronquées 

SS4 pour vérifier si la co-purification permettrait d’améliorer la solubilité et la stabilité des 

protéines impliquées dans un complexe.  

Pour cela, les protéines ont été exprimées séparément dans la souche BL21(DE3) à 

partir d’une culture de 100 ml. Ensuite les culots bactériens ont été resuspendu dans le 

même tampon de lyse et mélangés avant lyse. L’extrait soluble du mélange est ensuite 

soumis à une étape d’affinité par batch en rajoutant 50 µl de résine de Nickel et les protéines 

sont éluées dans 50 µl de tampon contenant 500 mM d’imidazole (Figure 37). Enfin les 

protéines PII1 et PII1-H2H3 en mélange avec les protéines SS4 ont été identifiées par 

Western-Blot anti-6-His afin de confirmer leur présence et voir si potentiellement le 

mélange avec SS4 pouvait aider à la solubilisation de PII1 entière. L’ensemble des 

co- purifications par affinité entre les constructions de PII1 et de SS4 sont résumés dans les 

Tableaux 10 et 11. 
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Figure 37. Expression des constructions tronquées PII1 et SS4 co-purifiées. (A)  SDS-PAGE 10% colorés au 
bleu de Coomassie de la co-purification sur résine de Nickel entre PII1 (entière, PII1Δ71, PII1Δ101, PII1-
H1H2H3, PII1-H2H3) et SS4Δ349 (vert), SS4Δ403(bleu) ou SS4Δ466 (jaune)).  B) Western Blot anti-6-His des 
protéines issues de (A). Les flèches noires = PII1 (entière ou constructions tronquées). Les flèches vertes, 
bleues ou jaunes = SS4Δ349, SS4Δ403 ou SS4Δ466 respectivement. I=échantillon protéique induit PII1. E = 
échantillon protéique PII1 purifié seul. 

 

Les résultats montrent que les trois constructions tronquées de SS4 sont exprimées 

en quantités équivalentes. La présence des constructions tronquées de SS4 est vérifiée par 

un Western blot anti-6-His, qui les identifie correctement contrairement à PII1 entière. 

Concernant les protéines PII1, on n’observe aucune bande (ou seulement très faiblement 

visible) pour PII1 (90 kDa), PII1∆71 (82 kDa) et PII1∆101 (78 kDa) ce qui indique que la co-

purification des protéines avec SS4 n’a pas permis d’améliorer la solubilité par rapport à la 

purification des protéines seules. Enfin, le mélange de PII1-H2H3 ou PII1-H1H2H3 et les 

protéines SS4 tronquées permet de récupérer une quantité relativement homogène de 

protéines solubles. La présence des protéines PII1-H2H3 et SS4 a été confirmée par le 

Western Blot anti-6-His (Figure 37B).  

À la suite de ces résultats, nous avons décidé de travailler essentiellement sur la 

construction de PII1-H2H3 en complexe avec la construction SS4∆349 ou SS4Δ403, d’une 

part pour se concentrer sur la purification des échantillons les plus solubles et d’autre part 

pour récupérer une quantité suffisante de protéines afin d’effectuer la deuxième étape de 

purification, qui permettra de vérifier l’interaction des protéines. 
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3.1.2 Co-purification par chromatographie d’exclusion stérique  

 

La première étape par chromatographie d’affinité ne permettant pas de vérifier la 

formation d’un complexe protéique, étant donné que les deux protéines PII1-H2H3 et 

SS4Δ349/SS4Δ403 contiennent une étiquette 6-His, nous avons donc ajouté une deuxième 

étape de purification par chromatographie d’exclusion stérique dans une colonne Superdex 

200 10/300 GL à partir d’une culture de 500 ml. Cette étape devrait permettre de vérifier 

l’interaction entre les deux protéines et en parallèle de se débarrasser des contaminants 

(Figure 38). Toutes les purifications effectuées lors des co-purifications sont répertoriées 

dans les Tableaux 10 et 11. 
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Figure 38. Co-purification de PII1-H2H3 et SS4∆349 (A,B,C) ou PII1-H2H3 et SS4Δ403 (D,E) par 
chromatographie d’exclusion stérique sur colonne Superdex 200 10/300 GL. (A) Profil d’élution du mélange 
PII1-H2H3 et SS4Δ349. (B) SDS-PAGE 10% coloré au bleu de Coomassie. La piste NI2+ correspond à 
l’échantillon injecté. (C) Western-blot anti-6-His des pistes 3 et 9 de (B). (D) Profil d’élution du mélange PII1-
H2H3 et SS4Δ403. (E) SDS-PAGE 10% coloré au bleu de Coomassie. La piste NI2+ correspond à l’échantillon 
injecté. La flèche correspond à la zone de migration attendue pour PII1-H2H3 et SS4. 

 

Le profil d’élution du mélange PII1-H2H3 et SS4Δ349 présente six pics peu séparés. 

Les protéines sont éluées à un volume de rétention allant de 7 à 40 ml soit près de deux fois 

le volume de colonne (Figure 38A). Le SDS-PAGE permet d’identifier PII1-H2H3 seule dans 

les pistes 1 à 3 et en mélange avec SS4Δ349 dans toutes les autres pistes. En se référant au 

chromatogramme on observe que PII1 est éluée surtout dans le pic 1 à 10 ml environ. 

SS4Δ349 est visible dans les pics 2 et 3 et est éluée entre 15 et 20 ml. Etant donné que les 



 

114 
 

pics ne sont pas bien séparés, il est difficile d’identifier un volume de rétention fiable et donc 

un poids moléculaire. En revanche on observe la présence des deux protéines dans les pics 

2 et 3 qui met en évidence l’interaction entre PII1-H2H3 et SS4Δ349.  Le Western Blot 

anti- 6- His confirme la présence de PII1-H2H3 et SS4Δ349 (faiblement visible) et donc leur 

interaction.   

De la même façon qu’avec SS4Δ349, nous avons co-purifié le mélange de PII1-H2H3 

et SS4Δ403. Les analyses SDS-PAGE montrent que PII1-H2H3 seule est éluée 

majoritairement dans la piste 2 correspondant au pic 2 à 8,5 ml, bien qu’elle soit présente 

également en quantité plus faible dans toutes les autres pistes (Figure 38C). La protéine 

SS4Δ403 seule est éluée majoritairement dans la piste 6 à 13 ml. Cette purification confirme 

également l’interaction in vitro entre PII1-H2H3 et SS4Δ403. 

Pour la suite du travail nous avons choisi de travailler avec SS4Δ349 qui est la version 

qui se rapproche le plus de SS4 entière.  

En résumé, nous avons pu démontrer la capacité de PII1-H2H3 à interagir avec SS4Δ349 

et SS4Δ403 en solution. Ces résultats encourageants montrent également que malgré la 

suppression des CC1 et CC2 (et CC3 dans le cas de SS4Δ403), SS4 est capable d’interagir 

avec son partenaire PII1-H2H3. Cela permet également de montrer que les hélices H2 et H3 

de PII1 suffisent pour l’interaction et donc précise les régions d’interaction. Toutefois, la 

production du mélange de PII1-H2H3 et SS4Δ349 ne permet pas d’obtenir un échantillon 

protéique homogène. Afin d’obtenir un échantillon plus stable du complexe PII1/SS4, nous 

avons opté pour une autre stratégie en construisant un double clonage permettant la co-

expression de PII1 et SS4Δ349 au cas où les protéines nécessiteraient d’être exprimées 

ensemble pour pouvoir être stables en solution.  

 

3.2 Co-expression de PII1 et SS4  

3.2.1 Purification du complexe par chromatographie d’affinité 

 

Nous avons élaboré une autre stratégie pour obtenir un complexe protéique stable. 

Cette fois-ci nous avons cloné la protéine PII1 entière avec la construction SS4Δ349 dans 
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le vecteur pETDuet dans l’espoir que PII1 puisse se stabiliser par la présence de SS4Δ349 

(et inversement) au cours de leur repliement. De plus, nous comptons sur ce complexe pour 

augmenter le rendement protéique et améliorer l’interaction entre les protéines 

Lors de ma thèse, j’ai également travaillé sur l’obtention de double clonage entre PII1 

et SS4Δ403 ou SS4Δ466 mais seule la construction exprimant le complexe PII1- SS4Δ349 a 

pu être obtenue. Ce clonage a été le fruit de plusieurs mois de travail réalisés avec l’aide du 

Dr David Dauvillée à l’UGSF.  

Dans ce vecteur d’expression, seule PII1 possède une étiquette 6-His. L’idée étant 

de pouvoir vérifier facilement l’interaction entre les deux protéines dès la première étape de 

purification par chromatographie d’affinité.  Les protéines ont été produites dans 500 ml de 

culture, dans la souche d’expression BL21 (DE3) et induites par ajout de 0.5 mM d’IPTG 

pendant toute une nuit à 20°C.  Les protéines solubles d’intérêt sont récupérées après la 

lyse des bactéries et centrifugation. L’échantillon soluble a été incubé avec 500 µl de résine 

de nickel et les protéines ont été éluées en faisant un gradient d’imidazole de 50 à 200 mM 

(Figure 39). L’ensemble des tests d’expression effectués sur le complexe est résumé dans le 

Tableau 12. 

 

Figure 39. Purification du complexe PII1-SS4∆349 par affinité sur résine de Nickel. SDS-PAGE 10% coloré au 
bleu de Coomassie du complexe PII1-SS4∆349 pETDuet exprimé dans BL21(DE3). Les protéines ont été éluées 
par un gradient croissant de 50 à 200 mM d’imidazole.  NI = fraction non induites et I =fraction induite, S = 
fraction soluble et FT = fraction non retenue. Les flèches correspondent à la zone de migration attendue pour 
le complexe. 

 
  Les résultats montrent que PII1 (90 kDa) est exprimée en quantité visible dans la 

fraction induite. En revanche, comme pour les protéines exprimées séparément, SS4 
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(70  kDa) est peu exprimée dans la fraction induite mais on repère plus facilement sa 

présence dans la fraction soluble. Après la purification à 50 et 100 mM d’imidazole, on 

observe deux bandes au PM attendu pour PII1 et SS4Δ349 pouvant correspondre à un 

complexe entre les deux protéines On observe également une bande à 50 kDa qui doit être 

probablement une protéine issue d’E. coli.  

Pour vérifier la présence du complexe PII1/SS4Δ349 une deuxième étape de purification par 

chromatographie d’exclusion stérique a été réalisée.  

 
 

3.2.2 Purification du complexe par chromatographie d’exclusion stérique 

 

Les fractions d’élutions issues de la première étape de chromatographie d’affinité ont 

été concentrées puis injectées sur colonne de gel filtration Superdex 200 10/300 GL (Figure 

40). 

 

 

Figure 40. Purification du complexe PII1-SS4∆349 par chromatographie d’exclusion stérique Superdex 200 
10/300 GL. (A) Profil d’élution du complexe. (B) SDS-PAGE 10% coloré au bleu de Coomassie des protéines 
purifiés. La piste NI2+ correspond à l’échantillon injecté. Les pistes 1 à 8 correspondent aux pics issus du profil 
d’élution (A). Les flèches correspondent à la zone de migration attendue pour le complexe. 

 
 

Comme dans le cas des protéines exprimées seules, on observe un profil d’élution 

comportant des pics peu résolus entre 7 et 20 ml. Sur SDS-PAGE, des bandes au PM attendu 

pour PII1 sont visibles dans les pistes 4, 5 et 6  et est éluée à 12 ml, et des bandes 
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correspondant au PM de SS4∆349 éluées à 11 ml, dans les pistes 3 et 4.  Les bandes 

correspondant aux deux protéines sont présentes dans les pistes 4, 5 et 6. Pour confirmer 

la présence des protéines nous avons soumis les bandes correspondantes aux protéines en 

spectrométrie de masse LC-MS/MS, (Fabrice Bray, MSAP, Villeneuve d’Ascq). 

Malheureusement, malgré plusieurs essais la présence de PII1 n’a pas pu être identifiée et 

seulement quelques peptides de SS4∆349 ont été identifiés avec ceux correspondant à des 

protéines bactériennes.  

En conclusion de ce chapitre, nous avons pu démontrer que PII1 et SS4 

interagissent, ce qui est un résultat très satisfaisant bien que le complexe n’ait pas pu être 

purifié. Du fait de la difficulté rencontrée pour ce double clonage, du peu de fiabilité du 

résultat obtenu et du peu de temps restant pour ma thèse, et suivant les conseils prodigués 

lors de mon CSI, j’ai décidé de ne pas continuer les expériences de co-expression et de me 

concentrer sur une étude structurale par modélisation moléculaire et sur l’expression des 

protéines individuelles pour des tests fonctionnels et une étude en dichroïsme circulaire sur 

PII1-H2H3. En effet, ces approches, débutées en parallèle des essais sur la production de 

protéines recombinantes, donnaient des résultats plus encourageants pour l’étude de ces 

protéines. 
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Tableau 4.  Conditions d’expression et de purification utilisées pour l’expression PII1 entière. AI = auto-induction, SEC= chromatographie d’exclusion stérique, IEX = 
chromatographie échange d’anions. 



Résultats 
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Tableau 5. Conditions d’expression et de purification utilisées pour PII1-H2H3. AI = auto-induction, SEC= chromatographie d’exclusion stérique, IEX = chromatographie 
échange d’anions. 

 
 



Résultats 
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Tableau 6. Conditions d’expression et de purification utilisées pour PII1∆71, PII1∆101 et PII1-H1H2H3. AI = auto-induction, SEC= chromatographie d’exclusion stérique, 
IEX = chromatographie échange d’anions.  



Résultats 
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Tableau 7. Conditions d’expression et de purification utilisées pour la construction SS4∆349. SEC= chromatographie d’exclusion stérique, AI= auto-induction. 



Résultats 
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Tableau 8. Conditions d’expression et de purification utilisées pour la construction SS4∆403. SEC= chromatographie d’exclusion stérique, AI= auto-induction 

 



Résultats 
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Tableau 9. Conditions d’expression et de purification utilisées pour la construction SS4∆466. SEC= chromatographie d’exclusion stérique, AI= auto-induction. 

 

 



Résultats 
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Tableau 10. Conditions d’expression et de purification utilisées pour les co-purifications entre PII1-H2H3 et les constructions tronquées de PII1 et SS4. SEC= 
chromatographie d’exclusion stérique. IEX= chromatographie par échange d’anions.  Dess = dessalage. 



Résultats 
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Tableau 11. Conditions d’expression et de purification utilisées pour les co-purifications entre les constructions tronquées de PII1 et SS4. 



Résultats 
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Tableau 12. Conditions d’expression et de purification utilisées pour le double clonage PII1- SS4∆349. SEC= chromatographie d’exclusion stérique. IEX= chromatographie 
échange d’anion. Dess= dessalage.  
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Chapitre 4. Analyse structurale 

 

En parallèle des approches biochimiques visant à la production de PII1 et SS4 seules 

ou en complexe pour leur étude structurale et du fait des difficultés rencontrées lors de ces 

étapes, j’ai entrepris leur étude structurale par des approches de bio-informatiques. Avec la 

révolution créee par AF dans ce domaine, j’ai décidé d’utiliser cet outil pour l’obtention de 

modèles moléculaires bien que la présence de CC prédits dans les deux protéines ne soit 

pas facile à prédire.  

Au début de ma thèse, AF2 (Jumper et al., 2021) venait d’être disponible notamment 

via la base de données Uniprot qui donnait accès à un modèle calculé pour certaines 

protéines dont PII1. Le modèle disponible n’ayant pas un indice de fiabilité très élevé et 

l’organisation en CC n’était pas prise en compte. Pour aller plus loin dans cette étude j’ai 

travaillé avec Dr. Guillaume Brysbaert de l’équipe de Dr. Marc Lensink qui développe le 

logiciel MassivFold (Brysbaert et al., 2024). MassivFold combine AlphaFold-Massive et 

CollabFold pour calculer de très nombreux modèles augmentant ainsi les chances d’obtenir 

un modèle fiable. Cette approche m’a permis d’obtenir un modèle formé principalement 

d’une longue région CC bien plus précis pour PII1 qui a plus tard été confirmé et affiné avec 

AF3 (J Abramson et al., 2024). Ensuite j’ai comparé la séquence et le modèle moléculaire de 

AtPII1 avec ceux de ses orthologues afin d'identifier des régions conservées. Enfin, nous 

avons confirmé la composition en structures secondaires d'AtPII1 par dichroïsme circulaire. 

Dans un deuxième temps, dans l’optique d’identifier les régions d’interaction entre PII1 

et SS4 et résidus impliqués, nous avons entrepris l’étude du complexe avec les mêmes 

approches. L’ensemble de ces résultats, associés aux résultats précédents, permet 

d’obtenir une meilleure compréhension de la dynamique structurale du complexe PII1/SS4.  
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4.1 Analyses bio-informatiques de la séquence de PII1 

4.1.1 Analyse des propriétés physico-chimiques  

 

Dans un premier temps, j’ai analysé les propriétés physico-chimiques de PII1 en 

soumettant sa séquence dans ProtParam (Gasteiger et al., 2005) qui fournit des données 

relatives à la séquence comme la composition en acides aminés, l’indice de stabilité, le pI 

théorique et le poids moléculaire ainsi que la moyenne générale d’hydropathie (GRAVY), 

l’indice aliphatique et le nombre de résidus chargés positivement et négativement. 

L’ensemble des données est récapitulé dans le Tableau 13. 

 

Tableau 13. Caractéristiques physico-chimiques et composition en acide aminés de PII1. Les valeurs sont 
calculées par ProtParam à partir de la séquence de PII1 (Q8H1E5) (Gasteiger et al., 2005).  

 

 

 PII1 est une protéine très chargée avec 20% de résidus chargés négativement (D, E) 

et 16.6% de résidus chargés positivement (K, R, H). PII1 possède également une forte 
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proportion de leucines (14%). En revanche on remarque seulement deux tryptophanes, ce 

qui explique également pourquoi, les valeurs d’absorbance en mAU ne sont pas élevées lors 

de la purification. L’indice d’instabilité fournit une estimation de la stabilité de la protéine in 

vitro. Un indice supérieur à 40 signifie que la protéine est plutôt instable. Avec un indice de 

53, PII1 est donc prédite instable, ce qui a été largement confirmé par nos essais 

d’expression et de purification. 

L’indice aliphatique renseigne sur la thermostabilité des protéines globulaires (ikai, 

1980). Il est défini comme le volume occupé par les chaînes latérales aliphatiques (alanine, 

leucine, isoleucine et valine). L’indice aliphatique de PII1 est de 93 indiquant que la protéine 

est thermostable sur une large gamme de température.  

Enfin la valeur GRAVY renseigne sur la nature hydrophile ou hydrophobe de la protéine. 

PII1 est plutôt hydrophile et pouvant exercer une interaction forte avec les molécules d’eau.  

 

4.1.2 Prédiction des éléments de structure secondaire 

 

Pour connaitre la composition en structure secondaire de PII1, j’ai soumis la séquence 

à PSIPRED (McGuffin et al., 2000) et Gor4 (Garnier et al., 1996) dans le but de les comparer 

au modèle AF2 (Figure 41).  

 

 

 



 
 

130 
 

 

Figure 41. Prédiction in silico des éléments de structure secondaire à partir de la structure primaire de PII1 
d’Arabidopsis thaliana avec (A) PSIPRED et (B) Gor4. 

 

Les résultats indiquent la présence presque exclusive d’hélice α sur toute la longueur de 

la chaîne ainsi que deux potentiels feuillets β de prédits sur 3-4 résidus aux extrémités 

N- terminales et C-terminales. Ces résultats sont plutôt cohérents avec le modèle AF2 qui 

prédit une structure entièrement organisée en hélices.  

En revanche, contrairement aux prédictions de CC qui prédisaient la présence de CC 

sur toute la longueur (Vandromme et al., 2019), PSIPRED et Gor4 prédisent des CC 

seulement aux extrémités N-terminales (1 à 105 résidus) et C-terminales (570 à 783 

résidus) localisés dans les hélices H4, H5 et H6. Afin de vérifier plus exactement cette 

supposition nous avons réalisé d’autres prédictions de CC à partir de sites spécifiques 

disponibles.  

 

4.1.3 Prédiction de coiled-coils 

 

Dans le but d’affirmer ou d’infirmer la présence de CC dans la structure de PII1 nous 

avons utilisé le prédicteur de CC MarCoil (Figure 42), DeepCoils et PCOILS (Delorenzi et al., 

2002, Ludwiczak et al., 2019, Gruber et al., 2006). 
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Figure 42. Prédiction de coiled-coils à partir de la structure primaire de PII1 d’Arabidopsis thaliana avec 
MarCoil. Les seuils sont tracés en ligne pleine horizontale, rouge pour les coiled-coils et bleu pour les hélices 
simples (SAH).   

 
Les résultats du prédicteur MarCoil montrent la présence de CC prédits entre 100 et 

570 résidus avec 100% de certitude c’est-à-dire entre H2 et H3. MarCoil prédit également 

des CC entre 600 et 730 résidus ce qui correspond aux hélices H4 et H5. En comparaison 

aux résultats précédents, le prédicteur certifie à 100% la présence de CC sur quasiment 

toute la structure de PII1. Ces résultats se répètent également chez d’autres prédicteurs de 

CC comme DeepCoil2 ou PCOILS. 

 

4.1.4 Prédictions structurales de PII1  

 

En premier lieu nous avons étudié la structure de PII1 à l’aide de AF2 (Jumper et al 2021) 

puis comparé cette structure à AF3 (Abramson et al., 2024) et à MassivFold (Brysbaert et 

al., 2024) (calculé au laboratoire) (Figure 43).   

La confiance globale dans les prédictions pour les multimères doit prendre en compte tous 

les paramètres, pTM, ipTM, pLDDT et PAE. 

Tout au long de ma thèse j’ai pu progressivement améliorer le modèle de PII1 en 

fonction de la disponibilité de nouveaux outils ou de nouvelles versions d’AF. Le premier 

modèle que j’ai analysé est celui disponible sur Uniprot (numéro d’accès) (Figure 43A). En 

effet les structures des différentes protéines d’organismes séquencés ont été calculées 

avec AF et rendues disponibles.  



 
 

132 
 

 

Figure 43. Modèles de PII1 d’Arabidopsis thaliana calculés par (A) AlphaFold2 et (B,C,D) MassivFold. En haut 
sont représentés les modèles moléculaires représentés en ruban et calculés en fonction de l’indice de fiabilité 
pLDDT.  H= hélices. En bas sont représentés les matrices PAE pour chaque modèle. (D)  Représentation des 
charges négatives (rouge) et positives (bleu) par résidus à la surface de la molécule (Jumper et al., 2021 ; 
Brysbaert et al., 2024). 

 

Ce modèle (Figure 43A), présente une structure constituée uniquement d’hélices et 

de régions désordonnées. La structure est composée 6 hélices de longueurs variables et 

numérotées H1 à H6 à partir de l'extrémité N-terminale présentant un indice de confiance 

d’élevé à très élevé (Figure 43A). Les hélices H2 et H3 sont de très longues hélices 

comprenant 203 et 245 acides aminés respectivement et sont organisées en hélices 

simples. Les 70 acides aminés à l’extrémité N-terminale et la région entre les hélices H3 et 

H4 sont prédites désordonnées (pLDDT < 50). Enfin, la structure se complète avec trois 

autres hélices, H4, H5 et H6, de longueur plus petite et qui constituent la région 

C- terminale.  

La matrice PAE indique que la position des hélices entre elles n’est pas fiable à 

l’exception des courtes hélices H5 et H6 entre elles. Ce modèle et notamment la prédiction 

des hélices nous a servi de base, faute de mieux, pour la réalisation de constructions 

tronquées mais ne présente pas un indice de confiance suffisant en termes de structure 

globale (cf. Chapitre 1). Il ne montre notamment pas l’organisation des hélices en CC qui 

est prédite par des outils de prédictions et qui a un sens biologique si on considère que les 
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partenaires de PII1 in vivo ont également des régions CC prédites qui expliqueraient leur 

mode d’interaction. 

Afin d’améliorer la qualité du modèle je me suis rapprochée de Dr. Guillaume 

Brysbaert dans l’équipe de Dr. Marc Lensink au laboratoire qui développe des outils visant à 

optimiser la modélisation moléculaire avec AF. MassivFold permet d’accéder à une diversité 

structurelle des modèles pour les structures. Il offre la possibilité de calculer cinq modèles 

pour les monomères et quinze pour les multimères et augmente les possibilités d’obtenir 

un modèle fiable. Sur la base de la séquence j’ai calculé cinq modèles de PII1 et obtenu le 

résultat Figure 43B.  

La structure est modélisée entièrement en hélice et organisée de la même façon que 

le modèle calculé par AF2. Le modèle prédit cependant une organisation en CC des hélices 

H2 et H3. On aperçoit également, une interaction probable entre H1 et H2 et H5 et H6. Ce 

modèle est a priori plus proche de ce qui a été décrit précédemment, car il comporte les 

hélices H2 et H3 organisées en CC. En revanche la matrice PAE ne semble pas fiable dans 

le sens où elle ne valide pas l’interaction des hélices H2 et H3.  

Afin de vérifier et affiner l’organisation en CC de la structure nous avons modélisé 

uniquement les hélices H2 et H3 d’une part car elles constituent la construction PII1-H2H3 

utilisées pour les expériences mais également pour ne garder que les régions repliées. En 

effet les régions non repliées pourraient gêner le score global du modèle (Figure 43C).  

L’analyse montre que les hélices H2 et H3 sont modélisées en CC avec un indice de 

confiance plDDT supérieur à 90 et valide les résultats obtenus en prédiction de CC. De plus, 

la matrice PAE valide le positionnement de ces hélices.  

Les CC présents dans la structure de PII1 confortent le fait qu’elle soit capable 

d’interagir avec des partenaires. Pour cela la répartition des charges par résidus a été 

calculé avec PYMOL. On observe que PII1 est très chargée à la surface des hélices, ce qui 

ce qui peut faciliter les interactions avec le solvant ou des protéines. 

A la sortie d’AF3 en 2024, j’ai resoumis la séquence de PII1 et PII1-H2H3 afin de les 

comparer à nos modèles MassivFold (Figure 44).   
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Figure 44 . Modèles de (A) PII1 d’Arabidopsis thaliana et (B,C) PII1-H2H3 calculés par AlphaFold3. En haut sont 
représentés les modèles moléculaires représentés en ruban et calculés en fonction de l’indice de fiabilité 
pLDDT.  H= hélices. En bas sont représentés les matrices PAE pour chaque modèle. (C)  Représentation des 
charges négatives (rouge) et positives (bleu) par résidus.  

 

La structure prédite de PII1 et PII1-H2H3 par AF3 est identique à celle obtenue 

précédemment avec MassivFold. Le score pLDDT est supérieur à 90 pour les hélices H2 et 

H3 et celles-ci sont repliées en CC mais contrairement à MassivFold, la matrice PAE valide 

cet agencement même pour PII1 entière. Etant donné que nous avons obtenus de meilleurs 

résultats avec AF3, nous l’avons donc utilisé pour la suite des analyses.  

En résumé, à partir de tous ces modèles, nous avons un modèle fiable de la structure de 

PII1 et particulièrement de ces deux hélices qui sont modélisées en CC. Afin de vérifier si la 

structure globale prédite est conservée chez les autres espèces et pour voir si les deux 

hélices H2 et H3 sont également en cc, nous avons débuté une étude sur les orthologues 

de PII1. 
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4.1.6 Analyse de l’alignement de séquence avec les orthologues  

 

J’ai entrepris une analyse bio-informatique avec orthologues de PII1. Pour cela j’ai 

extrait la séquence des 28 orthologues disponibles sur le site The Arabidopsis Information 

Resource (TAIR) ( https://www.arabidopsis.org/] (Tableau 14). Ce site récence tous les gènes 

issus de la plante supérieure Arabidopsis thaliana et renseigne également sur les 

orthologues potentiels d’une protéine donnée. Les orthologues utilisés pour l’alignement de 

séquence, le nombres de résidus, l’identité de séquence et le recouvrement sont résumés 

dans le Tableau 14.  

 

Tableau 14. Orthologues de PII1 d’Arabidopsis thaliana utilisés pour l’alignement de séquence multiple.  
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À partir des séquences disponibles, j’ai réalisé un alignement multiple avec COBALT 

(Papadopoulos et al., 2007). Un aperçu graphique est disponible en (Figure 45) et 

l’alignement entier est disponible en (Annexe 4).  

 

Figure 45. Analyse des régions et résidus conservées chez PII1 d’Arabidopsis et les orthologues. (A) Alignement 
de la séquence d’acides aminés de PII1 avec les 27 orthologues de la même longueur calculée avec Blastp 
COBALT (Papadopoulos et al 2007). La séquence de Setaria italica a été ajoutée manuellement à partir de 
l’alignement de PII1 avec tous les orthologues testés. Les résidus conservés sont colorés en rouge et les 
résidus moins conservés sont colorés en bleu. Les encadrés jaune et vert correspondent aux hélices H1 et 
H2/H3 respectivement selon le modèle calculé en (B). (B) Modèle AlphaFold3 de PII1en ruban coloré en 
fonction de la conservation des résidus identifiés par ConSurf. L’échelle de conservation varie du bleu au rouge 
en fonction des résidus d’une conservation variable (bleu) aux résidus conservés (rouge). Les résidus 
conservés identifiés par Blastp sont représentés en stick sur le modèle et listé dans le tableau de droite.   

 

Tous les orthologues sont de taille proche, de AtPII1, entre 718 et 817 résidus, excepté 

chez la plante Setaria italica (Si) dont la séquence est beaucoup plus courte (492 aa). Leur 

séquence a été alignées avec Blastp.  Les résultats montrent une identité de séquence qui 

varie entre 53% et 33% selon les espèces végétales et donc très conservée chez tous les 

orthologues, tout le long de la séquence. Ces résultats indiquent que toutes les hélices sont 
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conservées. De plus on observe que Setaria possède une séquence beaucoup plus courte 

que les autres orthologues correspondant uniquement à la région N-terminale contenant 

H1, H2 et H3 dans AtPII1 (Encadré vert et jaune Figure 45B). Ces résultats montrent que H1, 

H2 et H3 sont conservées chez toutes les protéines identifiées mais les H4, H5 et H6 sont 

également conservée. L’alignement a permis de mettre en évidence 21 résidus très 

conservés dont 13 leucines situés dans l’hélice H2 et H3 (Figure 45B). Ces résidus 

conservés sont surlignés en rouge dans l’Annexe 4. 

 

4.1.7 Analyse de la structure des orthologues avec AlphaFold3  

 

Comme pour AtPII1, nous avons calculé un modèle moléculaire pour chacun des 

orthologues PII1 identifiés dans TAIR à l’aide d’AF3 (Figure 46). Par souci de clarté, j’ai 

représenté uniquement les hélices H2 et H3. 

 

 

Figure 46. Superposition des modèles AlphFold3 de la structure hélices H2 et H3 de PII1 avec ceux des 28 
orthologues calculés par AlphaFol3.Les structures ont été superposées avec le logiciel PyMOL. Les hélices et 
les boucles sont colorées en rouge et en vert respectivement. Les valeurs de RMSD de l’alignement entre PII1 
d’Arabidopsis et les 28 orthologues sont indiqués dans le tableau de droite.  
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A l’exception de Setaria qui ne contient que les hélices H1, H2 et H3, tous les autres 

orthologues montrent la présence de six hélices structurellement similaires à la structure 

de PII1 d’Arabidopsis. Ces deux hélices H2 et H3 sont modélisées en CC anti-parallèles et 

les hélices H2 et H3 sont quasiment de la même longueur chez tous les orthologues (Figure 

46). L’alignement des structures de H2 et H3 entre AtPII1 et les autres orthologues a été 

calculée. Les résultats montrent un degré élevé de conservation structurelle de la région CC, 

ce qui est en accord avec le rôle important de cette région dans la fonction de PII1. Le RMSD 

a été utilisé pour comparer les superpositions de structures de protéines et évaluer la 

qualité des alignements entre AtPII1 et les 28 orthologues. Les valeurs de RMSD des hélices 

H2 et H3 sont comprises entre 1.8 et 4.9 indiquant que l’alignement est plutôt bon. L’écart 

entre les valeurs de RMSD peut s’expliquer par le fait que la distance spatiale entre les 

atomes est plus grande aux extrémités des hélices H2 et H3 ce qui est cohérent avec le fait 

que les protéines hélices H2 et H3 associées en CC peuvent adopter une structure 

relativement flexible. 

 

4.1.8 Analyse structurale de PII1-H2H3 par dichroïsme circulaire par 

rayonnement synchrotron  

 

Analyse du contenu en structure secondaire de PII1-H2H3 à 25°C 

Pour vérifier les prédictions de structure et valider la présence d’hélices prédites 

dans PII1-H2H3, nous avons réalisé des expériences de SR-CD sur la ligne de lumière 

DISCO du synchrotron SOLEIL. Pour cela nous avons réalisé plusieurs expériences à partir 

des échantillons protéiques PII1-H2H3 purifiés par affinité et SEC. La protéine a été 

concentrée à 2,5 mg/ml.  Premièrement, nous avons calculé le contenu en structure 

secondaire de l’échantillon à partir d’une mesure de spectre réalisée à 25°C. Nous avons 

collecté le spectre CD sur une gamme de longueurs d’onde allant de 170 à 270 nm. La 

déconvolution du spectre qui sert à déterminer le contenu en structure secondaire a été 

réalisée avec BestSel. Les résultats sont présentés en Figure 47.  
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Figure 47. Purification et analyse SR-CD de PII1-H2H3. (A) SDS-PAGE de l’échantillon protéique PII1-H2H3 
après purification, utilisé pour les expériences SR-CD. (B) Spectre SR-CD de PII1-H2H3. 

 
 

L’analyse SR-CD présente un profil typique d’une protéine repliée en hélice avec un pic 

positif à 190nm et deux pics négatifs à 208nm et 222 nm. La déconvolution du spectre a 

permis de trouver un contenu en hélice supérieur à 98% (NRMSD of 0,021) avec 0,9% de 

feuillets β anti parallèle à 25°C. Ce résultat, bien que probablement un peu surestimé, 

renforce la fiabilité de notre modèle montrant un contenu en structure secondaire 

exclusivement composée d’hélices α. Avec cette approche, il est également possible de 

distinguer la présence d’hélices simples de la présence d’hélices impliquées dans des CC 

en calculant le ratio des pics à 222/208 nm (Minelli et al., 2013). Celui-ci être supérieur ou 

égal à 1,0 (+/- 0,03) pour signifier que les hélices sont agencées en CC. À 25°C le ratio 

calculé est de 1,07, ce qui indique et confirme l’organisation des hélices en CC.   
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Effet du TFE sur PII1-H2H3 

 

  Pour confirmer la présence de CC nous avons ajouté dans le tampon de la protéine, 

des quantités croissantes de TFE (10%, 20%, 30%, 50% et 60%). Nous avons utilisé la 

même quantité de protéines dans chaque échantillon en ajustant le volume final avec le 

tampon. Le TFE permet de créer un environnement hydrophobe qui masque les régions qui 

servent d’interaction entre les hélices ou avec des partenaires. De ce fait les hélices α 

individuelles seront stabilisées et les CC se dissocieront (Nelson and Kallenbach., 1986). 

Cette expérience nous confirmera la présence ou non de CC chez PII1-H2H3 (Figure 48). 

 

Figure 48. Influence de l’augmentation de la quantité de TFE sur PII1-H2H3 par SR-CD.  Les mesures ont été 
effectuées à 25°C sur un échantillon protéique concentré à 2,5 mg/ml.  

 

Les résultats montrent un effet plutôt atypique du TFE sur PII1-H2H3 à de faibles 

concentrations.  A 10% de TFE, on observe un aplatissement du spectre. Le pic à 222 nm 

perd en intensité ce qui signifie que les hélices de la protéine sont initialement dépliées puis 
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en rajoutant 20 ou 30% de TFE, les hélices se reforment progressivement mais perdent leur 

association en CC (222/208 nm < 1) (Figure 48). En augmentant la concentration à 50% 

ou 60% de TFE, on retrouve un signal maximal correspondant à une restructuration de la 

protéine dans laquelle les hélices α sont indépendantes uniquement.   Ces résultats nous 

confirment que la structure de PII1-H2H3 possède des hélices en CC. Le fait que PII1-H2H3 

puisse se déplier facilement puis reformer des hélices est tout à fait inattendu et montre que 

la protéine possède une structure flexible et adaptable dans certaines conditions, ce qui lui 

permet de subir des changements conformationnels majeurs. Par conséquent, il est 

probable qu’elle puisse utiliser cette caractéristique pour interagir avec elle-même ou avec 

d’autres partenaires de l’initiation.  

 

4.2 Prédictions structurales de SS4, SS5 et des complexes PII1/SS4 et 

PII1/SS5 

4.2.1 Analyse de la structure de SS4 dans une forme monomérique 

 

Quatre régions CC numérotées de CC1 à CC4 et une région de dimérisation RD avaient 

été prédites par (Raynaud et al., 2016). Dans un premier temps nous avons modélisé la 

structure de SS4 sous forme monomérique avec différents prédicteurs de structure, AF2, 

MassivFold et AF3 (Figure 49). 
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 Figure 49. Modèles de SS4 calculés par (A) AlphaFold2, (B) MassivFold et (C) AlphaFold3. Les structures sont 
représentées en ruban. Les régions sont colorées selon le niveau de confiance du modèle (pLDDT). Les 
matrices PAE sont indiquées sous chaque modèle. H = Hélice. RD= région de dimérisation. GT= domaine 
glycosyltransférase. 

 

Les modèles prédits par AF2, AF3 et MassivFold montre d’une part une région 

N- terminale composée d’une région déstructurée et des hélices dont le nombre varie selon 

le prédicteur de structure et d’autre part d’un domaine catalytique qui contient le GT1 et le 

GT5. Entre les deux se trouve une région RD constituée de 4 petites hélices qui correspond 

à la région de dimérisation décrite par (Raynaud et al., 2016). La région N-terminale et la RD 

sont prédites avec un bon indice de confiance (pLDDT entre 70 et 90) et le domaine 

catalytique est prédit avec un indice de confiance très élevé (pLDDT supérieur à 90) et bien 

conservé dans les trois modèles.  

Le modèle AF2 est décrit avec quatre hélices tandis que le modèle MassivFold et AF3 

sont prédits avec 3 ou 2 hélices plus grandes respectivement. En comparaison avec les 

prédictions de (Raynaud et al., 2016), qui décrivait les hélices comme étant impliquées 

dans quatre régions CC, ici les hélices sont individuelles. L’analyse de la matrice PAE montre 

un mauvais niveau de confiance sur la position de ces hélices. Le domaine catalytique est 

prédit avec un niveau de confiance élevé (pLDDT supérieur à 90) et superposable à la 

structure résolue par cristallographie aux rayons X (RMSD à 0,3 Å) Figure 50. 
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 Figure 50. Superposition de la structure du domaine catalytique (GT1 et GT5) de SS4 résolue par 
cristallographie (en vert) avec le domaine catalytique et la région de dimérisation (RD) de SS4 calculée par 
AlphaFold3 (en bleu). Le site catalytique est indiqué par une étoile. L’acarbose et le glucose sont colorés en 
orange. GT= glycosyltransferase. Le domaine de dimérisation est encadré. 

 
 

Le domaine de dimérisation tel que décrit par Raynaud et al., (2016), est situé entre 

les résidus 471 et 515 (Raynaud et al., 2016). Le modèle AF3 montre que le RD se situe entre 

résidus 473 et 534. La structure est globulaire et composée de quatre hélices (H5 à H8). 

Ces hélices sont parallèles entre elles, deux par deux, et prédites avec un bon niveau de 

confiance (pLDDT entre 70 et 90) (Figure 50).  

A partir de ces résultats, nous nous sommes demandé si SS5, décrite également comme 

étant une protéine dimérique, possède une région de dimérisation structurellement 

similaire à SS4.  
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4.2.2 Alignement de la région de dimérisation entre SS4 et SS5  

 

SS5 est une protéine impliquée dans les mécanismes d’initiation, interagissant avec 

PII1 et décrite comme étant une protéine dimérique (Abt et al., 2020). De plus, SS5 

comporte seulement le domaine GT5 localisé en position C-terminale contrairement aux 

autres SSs qui possède le GT5 et le GT1.  Nous avons modélisé la structure de SS5 avec AF3 

et aligné ce modèle avec la région catalytique et la région RD de SS4 (Figure 51).  

 

 

Figure 51. Alignement de structure entre SS4 et SS5. (A) Modèle AlphaFold3 de SS5 (la matrice PAE est 
représentée en bas) superposé à la structure du domaine catalytique de SS4 (pdb code 6GNE) en orange. (B) 
Zoom sur le domaine catalytique et RD de SS4 (orange) superposés avec ceux de SS5 (bleu). (C) Zoom sur le 
domaine RD de SS4 (orange) superposé avec celui de SS5 (bleu).  Les structures sont représentées en ruban 
et l’alignement est réalisé avec PyMOL.  RD= région de dimérisation. GT= domaine glycosyltransférase. 

 

Le modèle obtenu montre une hélice entre les résidus 60 et 139 puis trois autres plus 

petites et prédites avec un bon niveau de confiance (pLDDT entre 70 et 90). Le domaine GT5 

est prédit avec un très haut niveau de confiance (pLDDT > à 90). De plus, ce domaine GT5 

se prolonge par une hélice 439-460 située à l’extrémité C-terminale, rattachée et 

interagissant avec le GT5. Cette hélice, de SS5, est structurellement semblable à l’hélice 
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C- terminale 1015-1035 de SS4, rattachée au GT1 et interagissant avec le GT5 et prédite 

avec un bon indice de confiance. 

L’alignement de la structure de SS5 et SS4 montre que ces quatre hélices 

correspondent à la région de dimérisation de SS5 et sont superposables. La région de 

dimérisation RD, le domaine GT5 et l’hélice 439 -460 de SS5 se superposent aux structures 

équivalentes de SS4 avec un RMSD de 1 Å. SS4 et SS5 sont les seules SS dimériques (et 

possèdent un domaine RD) et interagissent avec PII1 donc il est possible que la région de 

dimérisation soit impliquée dans cette interaction. L’interaction entre PII1 et SS4 est décrite 

dans le paragraphe 4.2.4. 

 

4.2.3 Analyse de la structure de SS4, SS4Δ349 et SS5 sous forme dimérique 

 

Les travaux de Raynaud et al.,2016, ont permis de caractériser SS4 comme étant une 

protéine dimérique, dépendante de la région RD. La structure de cette région N-terminale 

n’a pas été déterminée en revanche la région C-terminale constituée du domaine 

catalytique a été résolue par cristallographie (Nielsen et al., 2018).  Nous avons réalisé des 

modélisations avec AF3 de SS4 et S55 en dimère pour améliorer la qualité des modèles et 

des matrices PAE qui ne sont pas optimales pour les modèles des monomères (Figure 52 A, 

C).  

Enfin, lors de ces travaux plusieurs constructions tronquées de SS4 ont été réalisées et 

la suppression de CC1 et CC2 (délétion des 349 premiers résidus) a permis d’obtenir un 

échantillon protéique soluble (Raynaud et al., 2016).  De ce fait, en parallèle de la protéine 

SS4 entière, nous avons réalisé des modèles sur les constructions SS4Δ349 en dimère 

(Figure 52 B). 
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Figure 52. Modèles AlphaFold3 en dimère de (A) SS4, (B) SS4Δ349 et (C) SS5. Les modèles de gauche sont 
représentés en ruban et les régions sont colorées selon l’indice de confiance du modèle (pLDDT). Le modèle 
est accompagné de la matrice d’erreur PEA. Les modèles centraux représentent l’organisation structurale des 
protéines. Seul un monomère est coloré (hélices de la région N-terminale en bleu, RD en orange, domaine 
catalytique en vert et hélice C-terminale en rouge). Le deuxième monomère est coloré en gris, ruban et en 
surface moléculaire avec pyMOL. Le modèle de droite représente le domaine catalytique, la RD et l’hélice C-
terminale, représenté avec le même code couleur que le modèle central.  

 

L’analyse des modèles SS4, SS5 et SS4Δ349 montre les domaines catalytiques 

prédits avec un niveau de confiance élevé (pLDDT supérieur à 90) et la région RD avec un 

bon niveau de confiance (pLDDT entre 70 et 90) avec un score ipTM et pTM pour tous les 

modèles de 0,4 à 0,5.   

Les hélices N-terminales sont modélisées différemment pour SS4Δ349 par rapport 

à SS4 entière. En effet on observe deux petites hélices (H3 et H4) correspondant à la grande 

hélice H2 de SS4. Dans ce modèle les hélices H3 et H4 interagissent ensemble en CC, avec 

un bon niveau de confiance (pLDDT entre 70 et 90) et une position correcte des hélices entre 

elles visible sur la matrice PAE. Il est probable que AF3 ait positionné ces CC pour stabiliser 

le modèle et d’après la matrice PAE, il est possible que les régions CC prédites s’organisent 

vraisemblablement en CC intermoléculaires et non pas intramoléculaires. Comme pour la 

protéine SS4 entière, cela pourrait indiquer que les régions CC individuelles sont capables 

d’adapter leur repliement en fonction d’un partenaire ou plusieurs partenaires 

individuellement ou en même temps.  

Chaque modèle des protéines dimériques montre que la région RD d’un monomère 

interagit avec la sous-unité GT5 du second monomère impliquant des interactions 

hydrophiles et hydrophobes. L’analyse des matrices PAE confirme cette interaction entre le 

RD et le GT5. Cet agencement est retrouvé chez SS4, SS5 et SS4Δ349 ce qui crédibilise la 

fiabilité du modèle. De plus, l’interaction entre les RD observés dans le modèle SS4 ou SS5 

n’est pas conservée dans le modèle SS4Δ349 dans lequel les deux régions de dimérisation 

ne sont pas dans la même position et n’interagissent pas directement. Dans le contexte de 

l’initiation de la biosynthèse, cela pourrait indiquer l’interaction entre le RD d’un monomère 

et le GT5 du second monomère resterait stable tandis que les deux RD des protéines 

dimériques pourrait subir un changement de conformation en fonction de l’association du 
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ligand (MOS) avec SS4/SS5 ou de l’interaction avec un autre partenaire de l’initiation. Pour 

cela nous avons modéliser les complexes entre SS4/S55 en monomère et dimère avec PII1.  

 

4.2.4 Prédiction structurale du complexe PII1 et SS4 

 

De nombreuses interactions entre les protéines impliquées dans l’initiation ont été 

démontrées. Parmi elles, PII1 interagit avec SS4 et également avec SS5 (Seung et al., 2018 ; 

Abt et al., 2020). Nous avons précédemment décrit le modèle PII1 et PII1-H2H3 et SS4 (et 

SS5) en dimère affichant un bon niveau de confiance. Pour visualiser les modes 

d’interaction entre PII1 et SS4/SS5 nous avons modélisé des structures de complexes en 

utilisant différentes approches. Premièrement nous avons utilisé plusieurs logiciels de 

modélisation (MassivFold et AF3). Nous avons généré cinquante modèles avec AF3 et 

quinze modèles avec MassivFold de SS4 en complexe avec PII1 puis analysé les modèles. 

Malheureusement, nous n’avons pas pu obtenir de modèle fiable. Les scores iPTM et pTM 

très bas (inférieur à 0.3) ainsi que le placement des molécules l’une par rapport à l’autre 

n’était pas valide, comme le montrait la matrice PAE. Les valeurs iPTM et pTM de tous les 

modèles calculés n’ont jamais dépassé 0,4.  

 Nous avons affiné les modèles en utilisant soit la construction tronquée de SS4Δ349 

en dimère ou en monomère en complexe avec PII1-H2H3. Nous avons représenté le résultat 

répondant à nos critères, c’est-à-dire le complexe PII1-H2H3/SS4Δ349 par MassivFold 

(Figure 53). 

 

Figure 53. Modèle de structure du complexe entre SS4 SS4Δ349 (vert) et PII1-H2H3 (magenta) par MassivFold. 
La structure est représentée en ruban et accompagnée de la matrice PAE.  
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Dans ce modèle, le score global est bon pour la modélisation des hélices de 

PII1- H2H3 et SS4Δ349 (pLDDT entre 70 et 90) et très bon pour le domaine catalytique de 

SS4Δ349 (pLDDT supérieur à 90). PII1-H2H3 est modélisée avec deux hélices en CC qui 

interagissent avec la région de dimérisation et l’hélice de SS4 comme le confirme la matrice 

PAE. Le score pTM et iPTM du complexe est de 0,4.  

Lors de nos modélisations, nous avons observé que le prédicteur de structure utilisé 

ou les constructions protéiques choisies pouvaient changer drastiquement la structure des 

protéines modélisées et la région d’interaction. Par exemple les hélices de PII1 ou PII1-H2H3 

n’étaient pas toujours modélisées en CC alors que nous l’avons démontré 

expérimentalement. La même chose a été observée pour SS4 ou les constructions 

tronquées lorsqu’elles étaient modélisées avec PII1. Ces changements de conformation 

très flexible peuvent faire penser que ces protéines puissent s’adapter à un ou plusieurs 

partenaires. 

En conclusion au vu de la difficulté à modéliser les complexes étant donné les scores 

beaucoup plus faibles que la modélisation des protéines seules, nous ne pouvons pas être 

certain du positionnement de PII1 par rapport à SS4 ou SS5 cependant il semblerait que le 

complexe se forme au niveau de la région RD/ GT5. Du fait de la difficulté de purification des 

complexes, nous avons décidé de travailler sur des extraits moins purs des protéines seules 

pour des essais enzymatiques. 

 

4.3 Prédictions structurales de PTST2, PTST3, SS3 et MFP1 

 

A ce jour, la modélisation des structures des autres participants de l’initiation tels 

que PTST2 et PTST3, MFP1 ou encore SS3 (qui a été décrite comme étant impliquée dans 

l’initiation en absence de SS4 (Szydlowski et al., 2009)) n’ont pas été réalisées avec AF3. 

Dans ce travail j’ai modélisé avec AF3, la structure de ces protéines entières (Figure 54). Ces 

résultats donneront un aperçu de leur structure et nous permettrons de vérifier les 

prédictions des domaines réalisées, c’est-à-dire, la présence d’un CBM48 pour PTST2 et 

PTST3 et trois CBM53 pour SS3 et la présence de CC présents chez toutes ces protéines.  
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Figure 54. Modèles AlphaFold3 de PTST2 (A), PTST3 (B), MFP1 (C) et SS3 (D). (A), (B) et (C) : les structures sont 
modélisées en ruban et colorées selon le score de fiabilité du modèle avec le pLDDT (de 0 à 100). pLDDT > 90  
régions colorées en bleu foncé, les régions entre 90 >pLDDT > 70 sont colorées en cyan, les régions avec pLDDT 
< 70 ou < 50 sont colorées en jaune et orange respectivement. (D) Structure SS3 modélisée en ruban et colorée 
selon les domaines (domaine catalytique GT1 et GT5 en vert, CBM en rose, autre en gris). Les modélisations 
sont accompagnées de la matrice PAE associée. 

 
Les résultats des modèles prédits pour PTST2 et PTST3 montrent qu’un CBM est 

présent et modélisé avec un très bon score (pLDDT > 90) tout comme l’hélice qui le précède 

(Figure 54 A,B). L’alignement du CBM et de l’hélice est bon avec un RMSD à 1.8 Å. Le reste 

de leur structure n’est pas correctement définie (pLDDT < à 70, 50) avec de nombreuses 

régions non repliées, mis à part un petit domaine globulaire de quatre hélices (entouré en 

pointillé dans la Figure 54). Ce domaine, dont la fonction est inconnue, est superposable 

entre PTST3 et PTST2 avec un RMSD de 0.7 Å.  
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Le modèle prédit pour MFP1 ressemble à ce qu’il est décrit dans la littérature 

c’est- à- dire sans domaine particulier. La structure est allongée et contient deux longues 

hélices avec un score pLDDT fiable (>90) (Figure 54C). MFP1 est décrite avec des régions 

CC sur toute sa longueur. D’après les cinq modèles calculés, les hélices étaient ou non 

associées en CC.  On peut supposer que, comme PII1, ces longues hélices puissent 

s’associer quand même entre elles, d’autant plus que la matrice PEA de ce modèle n’est pas 

convaincante.  

En parallèle j’ai modélisé la MFP1 en complexe avec PTST2, protéine avec laquelle 

elle interagit dans l’initiation (Sharma et al 2024), pour vérifier si le repliement des hélices 

de MFP1 peut changer avec la présence d’un partenaire (résultats non représentés car les 

scores ipTM et TM du complexe étaient < à 0.25). Dans ce cas, j’ai observé, que les hélices 

de MFP1 en complexe avec PTST2 étaient repliées en CC et la matrice PEA pour MFP1 

seulement, en complexe était améliorée et montrait une interaction entre les deux longues 

hélices. Ce résultat signifie probablement que MFP1 est (comme PII1) une protéine 

dynamique et qui peut s’adapter à son environnement/ partenaire. Il est probable également 

qu’au vu de sa fonction d’encrage dans la membrane des thylakoïdes, le CC est peut-être 

rigidifié par la région transmembranaire de la région N-terminale. 

Ensuite, j’ai modélisé la structure de SS3 étant donné qu’elle participe également à 

l’initiation en absence de SS4 (Figure 54D). Les résultats montrent la présence d’un 

domaine catalytique GT1 et GT5, semblable à toutes les SSs et trois domaines globulaires 

CBM48 impliqués pour l’interaction avec les glucanes et tous prédits avec un score de 

fiabilité très élevé (pLDDT >90). La matrice PAE de cette structure est particulièrement 

bonne puisque tous les domaines semblent être bien positionnés les uns avec les autres. 

Chaque domaine CBM est rattaché à une longue hélice forme une région qui rappelle la 

structure de PTST2 et avec laquelle elle serait capable d’imiter à la fois la fonction de SS4 et 

de PTST2 en leur absence (Szydlowski et al., 2009).  

Enfin, étant donné que PTST2 interagit également avec SS4, PII1 et MFP1, j’ai 

modélisé également PTST2 en complexe avec SS4 dimérique ou PII1 ou MFP1. Cependant, 

bien que les scores pLDDT des structures étaient semblables aux modèles des protéines 

monomériques, les scores iPTM et pTM étaient très bas (entre 0,13 et 0,25) et la matrice PEA 
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montrait aucune interaction fiable entre ces molécules donc ces modèles ne sont pas 

présentés ici car ils ne respectent pas les critères de validité.  

En conclusion, toutes les informations structurales réunies complètent les données de 

génétique inverse et des interactions, et peuvent fournir de nouvelles pistes pour l’analyse 

des rôles de chaque protéine dans le mécanisme d’initiation. 
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Chapitre 5. Etude enzymatique de PII1 et SS4 

 

SS4 possède une activité enzymatique de glycosyltransférase et intervient pendant 

l’initiation (Roldán et al., 2007). A notre connaissance aucune étude n’a montré d’activité 

des protéines SS4 extraites de feuilles par (Szydlowski et al., 2009). Il a été proposé que 

l’absence d’activité détectable de SS4 sur les extraits végétaux soit due à sa présence en 

faible quantité dans les extraits. En produisant des protéines tronquées nous avons montré 

qu’il était possible d’obtenir des quantités beaucoup plus importantes des enzymes plus 

appropriées aux tests d’activité.  Afin de vérifier que SS4 était active dans les formes 

tronquées (SS4∆349, SS4∆403 et SS4∆466) nous avons réalisé des tests d’activité par 

zymogramme sur ces protéines. Ce test consiste à faire migrer les protéines dans un gel de 

polyacrylamide en conditions natives contenant du glycogène comme substrat. Après 

migration, les gels sont incubés avec de l’ADPG qui est le donneur de glucose de la réaction. 

La production de chaînes de polyglucanes par l’enzyme est ensuite révélée par une 

coloration à l’iode. Du fait de la difficulté avérée de purifier SS4 et pour diminuer le risque 

d’altération des enzymes, nous avons utilisé les extraits bactériens solubles plutôt que 

purifiés pour les zymogrammes. Le but de ces expériences était dans un premier temps de 

vérifier l’activité des constructions tronquées pour, dans un deuxième temps, pouvoir 

étudier un éventuel effet de la présence de PII1 sur leur activité. 

 

5.1 L’activité catalytique d’élongation de SS4 est fonctionnelle 

 

Dans un premier temps, nous avons réalisé des gels d’activités en gel natif de 

polyacrylamide 10% en présence glycogène (0,3%) pour étudier la capacité de SS4 à 

allonger les chaînes de glucanes. Le gel a ensuite été incubé une nuit dans un mélange 

contenant de l’ADPG comme donneur de glucose et les activités sont révélées après 

coloration à l’iode (Figure 55). Nous avons également incubé le gel dans le mélange sans 

ADPG pour servir de témoin contre l’action possible de l’enzyme disporportionante 

(D- enzyme) d’E.coli qui peut cliver les chaînes de glycogène qui seraient alors visibles par 
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révélation à l’iode. Le glycogène possède des chaînes courtes qui ne peuvent pas fixer l’iode. 

Au contraire si les glycosyltransférases catalysent l’allongement des chaînes 

d’amylopectine, l’iode se fixe entre les chaînes plus longues qui se traduit par une coloration 

brune. 

Dans un premier temps, nous avons a déposé l’équivalent de 150 g d’extrait soluble 

pour les 3 formes tronquées de SS4 (SS4Δ349, SS4Δ403 et SS4Δ466). De la même façon, 

on a déposé la même quantité de l’extrait de souche BL21(DE) non transformée pour 

différencier l’activité de glgA, la glycogène synthase présente chez E. coli et de SS4 (Figure 

55). 

 

 

Figure 55. Caractérisation des activités d’élongation de SS4. Les extraits solubles des constructions tronquées 
SS4∆349, SS4∆403 et SS4 ∆466 ont été déposés sur gel natif 10% incubés avec (A) ou sans ADP-glucose (B). 
L’extrait soluble BL21(DE3) qui n’a subi aucune transformation a également été déposé pour identifier l’activité 
de la glycogène synthase glgA d’E.coli. Les flèches noires correspondent aux activités synthases de SS4.  

 

L’analyse des résultats montre que les gels qui n’ont pas été incubés avec de l’ADPG 

ne montrent aucune activité que ce soit pour les constructions tronquées et la glgA. Ce qui 

est cohérent car sans le donneur de glucose, les SSs ne sont pas capables d’allonger les 

chaînes de glucanes.  
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Ensuite l’analyse des résultats des gels incubé avec de l’ADPG montre une activité 

d’élongation pour la glgA, en haut du gel. Cette bande est également visible dans les extraits 

solubles contenant les protéines tronquées SS4. 

Enfin, dans les gels d’activité contenant dans les extraits solubles de SS4∆349, 403 

et 466, on observe deux bandes d’activité d’élongation (une d’intensité plus forte et une plus 

faible), autre que celle liée à glgA, Cela signifie que même dans sa forme tronquée, SS4 est 

capable d’allonger les chaînes glycanniques du glycogène à partir de l’ADPG, parce que le 

domaine catalytique est conservé. Il est également possible que ces deux bandes 

traduisent d’une multimérisation de SS4.  

Comme toutes les SSs (sauf SS5), SS4 possède la capacité d’élongation, cependant 

elle a été décrite comme étant également impliquée dans les mécanismes d’initiation 

(Roldan et al.,2007). Cela signifie que SS4 serait capable d’initier l’élongation des chaînes 

de glucanes en utilisant seulement l’ADPG et des amorces de glucanes courtes disponibles 

dans le milieu. Dans l’optique de différencier l’activité d’élongation et l’activité d’initiation de 

SS4 nous avons réalisé un test d’activité, en utilisant le même protocole que précédemment 

mais en remplaçant le glycogène par du maltose ou un polymère de DP 7-13 dans la solution 

d’incubation avec l’ADPG. Cette expérience n’a pas révélé d’activité visible sur les gels 

(résultats non présentés). Ce qui signifie que dans ces conditions, SS4Δ349, SS4Δ403 et 

SS4Δ466 n’ont pas réussi à initier l’élongation des chaînes.  Le polymère DP-7-13 ressemble 

au glycogène en termes de longueur de chaîne et devrait donc être reconnue par la SS4. 

Nous ne pouvons donc pas savoir si l’absence d’activité provient du fait que le polyglucane 

n’arrive pas à rentrer dans le gel, que l’activité est trop faible pour être détectée sur ce type 

d’expérience ou si SS4, dans le gel n’arrive pas à capturer les sucres pour les allonger ou a 

besoin d’un autre partenaire de l’initiation (telles que PTST2 ou PII1).  

 

 

 

 



 
 

156 
 

5.2 PII1 inhiberait l’activité catalytique de SS4  

 

Afin de vérifier si l’interaction de PII1 avec SS4 à un effet sur l’activité de SS4, nous 

avons mélangé les extraits solubles de PII1-H2H3 avec l’extrait soluble de SS4∆349 et 

SS4Δ466.  Nous avons choisi la construction SS4Δ349 la plus longue en considérant que 

les hélices plus nombreuses de SS4 puissent favoriser l’interaction avec PII1-H2H3. Nous 

avons également choisi la construction avec SS4Δ466 qui ne possède pas de CC mais 

seulement la région de dimérisation RD et le domaine catalytique afin de voir si la présence 

du domaine de dimérisation pourrait suffire pour l’interaction avec PII1-H2H3. 

Pour cela, nous avons mélangé 175 µg des extraits solubles bactériens exprimant 

PII1-H2H3 et SS4-∆349/Δ466 et incubé le mélange 30 min avant de le déposer sur le gel de 

polyacrylamide 10% avec 0,3% de glycogène. Comme précédemment, l’activité 

d’élongation de SS4 a été vérifiée par coloration à l’iode (Figure 56). 

Pour ces tests, des contrôles rigoureux ont été mis en place. Comme 

précédemment, nous avons réalisé des expériences sans ADPG pour confirmer que 

l'activité observée était spécifique à ce substrat et déposé des lysats de bactéries BL21 non 

transformées pour vérifier que l'activité synthase provenait bien de SS4 et non pas des glgA ; 

L’expérience ici visant à démontrer un effet de PII1 sur l’activité de SS4, l’activité de glgA 

nous servira de témoin de la spécificité de cet effet.   

Nous avons également déposé 175 µg de l’extrait soluble de PII1-H2H3 seul pour 

s'assurer de l'absence d'activité enzymatique chez cette protéine (Figure 59B).  

Enfin, pour être certain que la baisse d’activité de SS4 n’est pas due à 

l’encombrement de PII1 présente en grande quantité et qui pourrait empêcher de fait 

l’action de la SS4, nous avons incubé SS4 avec la BSA en quantité très supérieurs à SS4 

(20 mg/ml) (Figure 56 B).  
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Figure 56. Zymogramme révélant l’effet de PII1-H2-H3 sur l’activité d’élongation de SS4349 et SS4Δ466. A) 
175µg de l’extrait total de BL21(DE3) et SS4Δ349, SS4Δ466 ou PII1-H2H3 exprimée dans BL21(DE3) ont été 
charges sur gel de polyacrylamide non dénaturant 10% contenant 0.3% de glycogène d’huitre (Sigma). Après 
migration, les gels sont incubés toute la nuit à température ambiante dans un tampon d’incubation pour 
synthase avec 2,5 mM d’ADPG ou sans ADPG.  L’activité des protéines sont révélées par incubation dans l’iode. 
B) Analyse zymogramme de l’effet de la BSA sur l’activité de SS4-349.  

 

L’analyse des résultats montre qu’en absence d’ADPG, aucune activité d’élongation 

n’est observée, ce qui est cohérent avec le fait que SS4 a besoin du précurseur comme 

substrat pour allonger les chaînes de glucanes.  

Ensuite l’analyse des résultats des gels incubés avec de l’ADPG montre une activité 

d’élongation pour la glgA, en haut du gel. Cette bande est également visible dans les extraits 

solubles contenant les protéines tronquées SS4 et PII1-H2H3. Dans ces gels, PII1-H2H3 ne 

présente aucune activité d’élongation.  

Enfin, dans les gels d’activité contenant dans les extraits solubles de SS4∆349 et 

SS4Δ466 seule ou incubés avec PII1-H2H3, on observe deux bandes d’activité d’élongation 

(une d’intensité plus forte et une plus faible), autre que celle liée à glgA, En revanche en 

présence de PII1-H2H3, une forte inhibition de l’activité de SS4Δ349 et SS4Δ466 est 

observée. Cela signifie également que dans le cas du mélange avec SS4Δ466, les régions 

CC ne sont pas requises pour l’interaction avec PII1-H2H3.  Lors de cette expérience, j’ai 

également constaté que l’effet de PII1 nécessitait un temps d’incubation d’au minimum 

15 min pour observer un effet sur l’activité de SS4. 
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Enfin la présence de la BSA à haute concentration n’a pas d’effet sur l’activité de SS4, Cela 

montre que l'effet inhibiteur de PII1 sur SS4 n'est pas dû à un simple encombrement, mais 

à une inhibition spécifique exercée par PII1.  

Pour vérifier la spécificité de l’inhibition par PII1 nous avons reproduit l’expérience 

avec des quantités croissantes de PII1. Etant donné que nous travaillons à partir d’extraits 

solubles, nous étions en incapacité de déterminer les concentrations protéiques précises 

pour cela nous avons travaillé en termes de ratio protéine-protéine en se basant que les 

proportions relatives dans les extraits de PII1 et SS4 estimées sur SDS-PAGE (Figure 57 A). 

Pour cela nous avons graduellement augmenté la concentration de PII1 de 3 à 58 fois la 

quantité par rapport à SS4 (Figure 56). 

 

Figure 57. Influence du rapport SS4Δ349/ PII1-H2H3 sur l’activité d’élongation de SS4.  A) SDS-PAGE avec 
175µg d’extrait soluble bactérien de SS4Δ349 et une concentration croissante de quantité de PII1-H2H3. B) 
Zymogramme révélant l'effet de quantités croissantes de PII1-H2H3 sur l'activité de l'amidon synthase de 
SS4Δ349 (indiquée par les flèches noires). 

Les résultats montrent une diminution progressive de l’intensité de l’activité 

synthase de SS4 à mesure de l’augmentation de la quantité de PII1-H2H3 (Figure 57B). Ces 

résultats confirment l’action dose dépendante de PII1 sur SS4. On estime que l’activité de 

SS4Δ349 diminue à partir de 12 fois la quantité de PII1-H2H3 par rapport à SS4Δ349 et plus 

la quantité de PII1 augmente, plus l’activité de SS4 diminue.  

En résumé de ce chapitre, nous avons pu montrer pour la première fois l’activité 

d’élongation de SS4 bien que sa capacité à initier n’a pas pu être observé et montré un rôle 

complètement inattendu de PII1 en tant que répresseur spécifique de l’activité d’élongation 

de SS4.  
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Dans le cadre de la recherche de la fonction des protéines impliquées dans 

l’initiation visant à avancer dans la compréhension de l’initiation de la formation du grain 

d’amidon, ma thèse avait pour objectif de caractériser la fonction moléculaire de PII1, seule 

et en complexe avec SS4 son partenaire de l’initiation. Pour cela, nous avons développé 

plusieurs stratégies qui font appel à des approches pluridisciplinaires de biochimie, de 

biologie moléculaire, de biophysique et de bio-informatique. 

 

La suppression de la région C-terminale favorise la solubilisation de PII1 

 

Avant mon arrivée en thèse, des premiers tests d’expression ont été effectués sur PII1 

et semblaient montrer que la protéine était exprimée et soluble. Dans un premier temps j’ai 

travaillé à partir de la construction disponible au laboratoire, qui exprimait PII1 entière sans 

le peptide de transit. Cette construction a rapidement montré son insolubilité sous la forme 

de corps d’inclusion. La présence des corps d’inclusion est plus fréquente chez les 

protéines eucaryotes exprimées chez E.coli par rapport à leur production in vivo et cela est 

principalement dû à leur niveau d’expression très élevé, rarement observé dans la nature 

(Wilkinson and Harrison., 1991). Il se pourrait aussi que PII1 ne puisse être stable qu’en 

présence des autres partenaires de l’initiation avec lesquels elle interagit, comme SS5,SS4 

ou PTST2. 

Toutes nos tentatives pour augmenter la solubilité de PII1 dans sa forme entière n’ont 

pas abouti, nous n’avons obtenu qu’une très faible quantité de protéines solubles, identifiée 

par spectrométrie de masse, mais insuffisante pour envisager en l’état une quelconque 

étude structurale par cristallographie ou SAXS.  

Ces résultats nous ont conduit à réaliser des constructions tronquées en nous 

basant sur le modèle AF2. La structure était prédite entièrement en hélice α, plus 

exactement composée de 6 hélices de longueurs variables dont deux hélices H2 et H3 très 

longues (2/3 de la structure). Le score en pLDDT était très bon sur l’ensemble de la structure 

mais la matrice d’erreur semblait indiquer que les hélices étaient mal agencées les unes par 

rapport aux autres dans le modèle. Celui-ci prédisait des régions non repliées (situées en 

N- terminale) et entre les hélices H3 et H4. D’après ces observations nous avons réalisé 
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quatre constructions tronquées. Cette stratégie a conduit à l’obtention de constructions 

protéiques exprimées et solubles et en particulier les protéines PII1-H2H3 et PII1-H1H2H3 

montrant que la suppression de la région C-terminale favorise leur solubilisation.  

 

PII1 adopte une structure dynamique organisée en coiled-coils 

 

De la même façon qu’avec PII1 entière, nous avons optimisé l’expression, la 

solubilité et la purification de PII1-H2H3. De nombreuses conditions ont été testées. Le 

principal problème avec PII1-H2H3 n'était pas sa solubilité, mais plutôt l’hétérogénéité de 

l’échantillon protéique en solution. Nous avons remarqué que lors de la purification 

d’exclusion stérique sur une colonne de 25 ml, la protéine était éluée très tôt à 7 ml environ 

et une petite quantité de PII1 était également éluée tout au long du volume de la colonne. 

De plus lors de la concentration des protéines, une petite quantité de protéine (0,2-

0,3 mg/ml) passait entre les filtres 0,25 de 30 kDa de seuil de poids moléculaire ce qui est 

en accord avec la structure AF3 de la protéine.  

La structure prédite de PII1 par AF, montre une structure entièrement repliée en 

hélices avec une région désordonnée en N-terminal et entre H3 et H4. Les modèles de 

PII1- H2H3 que j’ai calculés avec AF3 et MassivFold par la suite montraient un repliement 

en CC des hélices H2 et H3. L’analyse par SR-CD du contenu en éléments de structure 

secondaire a confirmé la présence d’hélice agencées en CC. C’est probablement par la 

présence de ces CC que PII1 s’auto-assemble lors de l’expression en bactéries en l’absence 

de partenaires physiologiques.  

Nous avons réalisé une expérience de SR-CD en présence d’une quantité croissante 

de TFE.  Le TFE permet de créer un environnement hydrophobe qui déstabilise les CC pour 

favoriser la formation d’hélices simples. A faible concentration de TFE (10%) on a observé 

une déstructuration de la structure tertiaire de PII1-H2H3. Puis à partir de 30%, la protéine 

se replie progressivement sous la forme d’hélices simples pour se stabiliser à 50% de TFE. 

De façon étonnante, PII1 semble passer par plusieurs états selon le pourcentage de TFE 

ajouté. Cette expérience valide le fait que PII1 contient des CC mais également que PII1 

possède une structure flexible et dynamique. Cela pourrait indiquer que PII1-H2H3 puisse 
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adopter différents repliements en fonction du partenaire avec laquelle elle interagit, que ce 

soit SS4, SS5 ou PTST2 et à différents endroits de sa structure et transmettre des signaux via 

ces changements de conformation. 

 

La région centrale de PII1 est conservée parmi les orthologues en séquence et en structure 

 

Tous les orthologues PII1 extraits de la base de données TAIR présentent le même 

agencement en CC pour H2 et H3 (selon leur modèle AF). De plus, nous avons remarqué 

que l’orthologue Setaria italica possédait uniquement les hélices H1, H2 et H3, suggérant 

qu’elles sont nécessaires à la fonction de PII1. Nous avions mis en évidence des résidus très 

conservés (principalement des leucines) dans cette région montrant que ces hélices sont 

conservées. De plus, une comparaison de structure par AF3 a montré une similarité de 

structure entre les orthologues qui sont toutes prédites avec deux très longues hélices H2 

et H3 associées en CC puis trois autres hélices plus petites en C-terminale dont l’ensemble 

forme une structure très allongée comme la myosine. La présence de ces CC renforce l’idée 

que les hélices de PII1 participent probablement à l’interaction avec des partenaires de 

l’initiation que ce soit avec SS4 (Vandromme et al.,  2019), SS3 (Vandromme et al., 2023), 

PTST2 (Seung et al., 2018) ou SS5 (Sharma et al., 2024).   

 

La région C-terminale de PII1 est également conservée 

 

Grâce à l’alignement de séquence, nous avons également mis en évidence des 

résidus conservés (leucine et acide glutamique) dans la région C-terminale (H4, H5 et H6).  

Bien que nous n’ayons pas gardé cette région pour nos constructions tronquées, il est 

possible qu’elle joue un rôle que qu’il n’a pas été possible de caractériser avec nos données 

expérimentales. 

On peut faire une analogie avec les travaux de Osman et al., 2024 dans lesquels j’ai 

participé.  Le modèle AF3 de LESV prédisait un repliement d’une région composée d’hélices 



 
 

163 
 

α. Des expériences de SR-CD ont montré que certaines hélices apparaissent suite à la 

fixation de l’amylopectine sur la molécule. De la même façon que pour LESV, on peut 

émettre l’hypothèse que certaines hélices prédites par AF puissent ne se former que dans 

le cadre de la présence de partenaire et apporter ainsi une certaine plasticité à la molécule.   

 

PII1 reconnait le site de dimérisation conservé de SS4 et SS5  

 

SS4 et SS5 sont toutes les deux décrites comme étant des protéines dimériques en 

solution avec une région de dimérisation essentielle pour la dimérisation et l’activité, dans 

le cas de SS4 (Abt et al., 2020; Raynaud et al., 2016). Pour SS5, cette dimérisation est 

nécessaire à l’interaction avec PII1 (Abt et al., 2020). Nous avons montré par nos modèles 

AF, que la structure de la région de dimérisation RD, présente chez SS5 et SS4 est conservée 

dans les deux modèles. Elle est globulaire, composée de quatre hélices et interagit avec la 

sous unité GT5 du domaine catalytique. Dans les deux modèles SS5 et SS4 en dimère, la 

région de dimérisation du premier monomère interagit avec le GT5 du second monomère et 

inversement. Cet agencement permet de maintenir les deux domaines GT5 proche l’un de 

l’autre favorisant l’accessibilité de la région catalytique, dans le cas de SS4, ou du domaine 

de liaison aux glucanes dans le cas de SS5.  Cette prédiction est validée par le score de 

pLDDT et le PAE.  

En plus de la région RD, nous avons montré que la structure de SS5 se superpose 

avec le GT5 et avec l’hélice C-terminale rattachée au GT1 de SS4. Chez SS5 cette hélice 

C- terminale est rattachée au GT5 et reproduit ainsi le même environnement pour le GT5 

que dans SS4. Avec nos analyses nous ne pouvons pas déterminer la fonction de cette 

hélice C-terminale mais il est probable que sa conservation structurelle chez SS4 et SS5 

indique qu’elle peut jouer un rôle, peut-être de reconnaissance pour un partenaire. 

Le point commun entre les deux protéines SS4 et SS5 est qu’elles interagissent 

toutes les deux avec PII1. PII1 n’interagit pas avec les autres SSs, et comme toutes les SSs 

possèdent un domaine catalytique (GT1 et GT5) on peut émettre l’hypothèse que ce n’est 

pas cette région qui est impliquée dans l’interaction avec PII1. Un autre point commun entre 

SS4 et SS5 (et la différence avec toutes les autres SSs) est qu’elles dimérisent via des 
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domaines de dimérisation. Ceux-ci forment une région charnière conservée entre le 

domaine GT5 et la région CC. On peut logiquement envisager que c’est via cette région de 

dimérisation que SS4 et SS5 interagissent avec PII1.  Ce point est confirmé par le fait que 

PII1 est capable d’interagir avec SS4∆466 qui ne contient que le domaine catalytique et de 

dimérisation et d’inhiber son activité d’élongation.  

Ces résultats, associés au fait que sans le domaine de dimérisation RD, SS5 n’est plus 

dimérique et ne reconnait pas PII1, conforte l’idée que PII1 interagit probablement avec SS4 

et SS5 proche de cette région RD-GT5 (Abt et al., 2020). Ainsi il est également probable que 

PII1 interagit avec l’une ou l’autre (SS4 ou SS5) mais pas les deux simultanément. Cela 

pourrait entraîner une compétition entre SS4 et SS5 pour l’interaction avec PII1.  

 

PII1 inhibe l’activité d’élongation de SS4  

 

Dans ces travaux de thèse, l’activité d’élongation de SS4 a été visualisée sur 

zymogramme à partir du glycogène et de l’ADPG. Ces résultats montrent que la capacité de 

SS4 à allonger les sucres est fonctionnelle et que la partie catalytique avec le domaine de 

dimérisation sont suffisantes pour que SS4 soit active. 

SS4 est l’enzyme principale de l’initiation, mais sa fonction d’initiation n’a jamais été 

observée sur gel d’activité. Dans mon travail de thèse j’ai essayé de reproduire l’étape 

d’initiation en déposant les constructions tronquées sur un gel polyacrylamide sans 

glycogène et en ajoutant les sucres (maltoses et polyglucanes DP 7). Ces sucres miment les 

MOS libres dans les conditions physiologiques de la plante, utilisés par SS4 lors de 

l’initiation. Dans la plante, il a été montré que SS4 peut reconnaitre le maltose, mais a une 

préférence pour les MOS plus longs (Pfister and Zeeman., 2016). En rajoutant les 

maltooligosides de DP 7-13, nous avons mimé les chaînes courtes de glycogène 

composées d‘au moins sept glucoses. Dans ces conditions, nous n’avons pas observé 

d’activité d’élongation et, donc, pas d’initiation.  Nous pouvons expliquer ce résultat de 

plusieurs façons : Premièrement il est possible que l’initiation ait eu lieu mais que l’activité 

soit trop faible pour être détectée. Les gels d’activité ont été révélés à l’iode ou avec le réactif 

de Schiff qui permet de détecter les sucres de façon plus sensible. Il est également possible 
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que les sucres ajoutés n’arrivent pas à se fixer dans le gel. Deuxièmement, le mécanisme 

d’initiation est complexe et fait appel à au moins six protéines : SS4, PTST2, PTST3, SS5, 

MFP1 et PII1. Il est possible qu’il faille plus que SS4 pour que son activité d’initiation soit 

optimale. Troisièmement, étant donné que nous travaillons sur des constructions 

tronquées et en condition non physiologique, il est probable que SS4 ait besoin de ces CC 

pour avoir une activité d’initiation optimale.  

 

Comment expliquer le phénotype du mutant pii1 chez Arabidopsis thaliana ? 

 

La suppression de PII1 dans la plante, conduit à un phénotype avec un grain par 

chloroplaste. Ces grains sont plus gros que dans la plante sauvage mais conservent leur 

forme lenticulaire contrairement aux mutants ss4 (Seung et al., 2018). A première vue, les 

hypothèses à l’égard de PII1 portaient principalement sur une régulation des évènements 

d’initiation mais peu d’autres expériences, mis à part la génétique inverse et les interactions 

protéiques, n’ont permis d’avancer dans la compréhension de son rôle au sein du complexe 

d’initiation (Vandromme et al., 2019, Seung et al., 2018, Vandromme et al., 2023). D’après 

mes recherches, j’ai montré qu’en solution, PII1 inhibe l’activité d’élongation de SS4. Dans 

ce cas on pourrait s’attendre à ce qu’en l’absence de PII1, le nombre de grain par 

chloroplaste soit plus important que chez la plante sauvage, alors comment expliquer le 

mutant pii1 ?  

Si on se replace dans le contexte de l’initiation, SS4 est capable d’initier la synthèse 

des amorces glycaniques qui seront ensuite prises en charge par les autres enzymes (SS, 

SBE et DBE) pour former un grain. En absence de SS4, la synthèse d’amidon est altérée car 

la plupart des chloroplastes sont sans amidon donc SS4 est indispensable à l’initiation 

(Crumpton‐Taylor et al., 2013; Roldán et al., 2007; Szydlowski et al., 2009). Mon hypothèse 

est que SS4 allonge une amorce MOS d’un DP suffisamment grand puis PII1 inhibe 

l’élongation de SS4 à partir d’une certaine longueur de chaîne. Cette inhibition serait 

transitoire et n’interviendrait qu’à un moment précis dans le mécanisme de l’initiation afin 

de permettre l’allongement d’une autre amorce par SS4. Une fois inhibition de PII1 
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suspendu ou inactivée, SS4 recommencerait ensuite l’allongement d’une nouvelle amorce 

aboutissant à un nouveau grain.   

En résumé en l’absence de PII1, SS4 continuerait à allonger son amorce sans arrêt 

pour ne former qu’un seul grain par chloroplaste, plus gros. PII1 pourrait en effet empêcher 

la l’activité de SS4 de façon transitoire, en bloquant son site actif localisé entre les deux 

domaines GT ou bien en empêchant sa dimérisation en se localisant proche de la région 

RD-GT5.  

 

Proposition du mécanisme d’initiation  

 

 Les mécanismes de l’initiation de la biosynthèse de l’amidon sont complexes et 

certainement dynamiques. Ils impliquent de nombreuses interactions protéine-protéine 

mais on ne connait ni la taille du complexe, ni la stœchiométrie ou la stabilité. D’après l’état 

actuel des connaissances et nos travaux, il apparait clairement que certaines de ces 

interactions soient plutôt transitoires. On compte désormais six protéines impliquées dans 

l’initiation : SS4, SS5, PII1, PTST2, PTST3 et MFP1.  

Le rôle de SS4 dans l’initiation est important, elle est considérée comme une enzyme 

dimérique majeure de l’initiation et capable d’allonger les chaînes de glucanes grâce à son 

domaine catalytique GT1 et GT5 (Roldán et al., 2007).  

Il a été montré que SS4 interagit avec le CBM48 de PTST2. PTST2 se lie 

préférentiellement aux glucanes plus longs dont la structure est plutôt hélicoïdale que 

linéaire. Il a été supposé que, par le biais de son CBM48, PTST2 apporte les MOS à SS4, qui 

ne contient pas de CBM, qu’elle récupère et allonge ensuite (Seung et al., 2017). En 

revanche dans un modèle de levure exprimant différentes combinaisons d'enzymes 

impliquées dans la biosynthèse de l'amidon, la présence de SS4 favorisait la formation de 

glucanes insolubles, même en l'absence de PTST2 (Pfister et Zeeman, 2016). On peut se 

demander si l'étape d'initiation est réellement pertinente, si les autres SSs peuvent 

récupérer les MOS dans le stroma du chloroplaste. Or, PTST2 est indispensable pour initier 

la biosynthèse de l'amidon et est également responsable de la polyinitiation (augmentation 
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du nombre de petits grains par chloroplaste) lorsqu'elle est surexprimée chez les plantes. 

Une autre hypothèse peut être mis en avant quant à la fonction de PTST2. PTST2 pourrait 

non pas donner les substrats MOS à SS4 mais plutôt récupérer ses amorces hélicoïdales 

plus longues synthétisés par SS4 pour les rendre disponible pour les autres SSs.  

Ensuite PII1 interviendrait dans initiation de la façon dont on l’a décrite 

précédemment c’est à dire en inhibant l’élongation des chaînes de glucanes par interaction 

avec SS4. A ce moment on peut supposer que PTST2 une fois le MOS libéré se repositionne 

pour supprimer l’inhibition par PII1 et permettre l’initiation d’une nouvelle amorce. 

Le rôle de SS5 dans ce complexe d’initiation est encore flou. Le mutant ss5 est 

beaucoup moins sévère que ss4 car les chloroplastes comportent entre 1 et 3 grains (Abt et 

al., 2020). SS5 pourrait servir à stabiliser PII1 lorsqu’il n’est pas en interaction avec SS4 ou 

bien fixer les glucanes. D’après mes analyses, SS5 interagirait avec PII1 au niveau de son 

domaine de dimérisation/ GT5 et cela jusqu’au moment où PII1 doit interagir avec SS4 pour 

l’inhiber. En résume, PII1 interagit ou bien avec SS5 ou bien SS4 mais pas simultanément. 

Enfin, MFP1 permet de guider l’ensemble du mécanisme primaire d’initiation proche 

des membranes des thylakoïdes en interagissant spécifiquement avec PTST2 (Sharma et al., 

2024). 

 Concernant les protéines qui peuvent participer aux mécanismes d’initiation, 

j’inclurai également SS3, qui peut remplacer partiellement l’activité de SS4 en son absence 

(Szydlowski et al., 2009). J’ai montré que SS3 présente un domaine catalytique GT1 et GT5 

qui lui permet d’allonger les sucres comme les autres synthases, mais elle présente 

également trois CMB53 reliés à une hélice. Cette structure ressemble à celle retrouvée chez 

PTST2 (et PTST3) qui possèdent un CBM48 et une hélice.  Nous avons montré que PTST2 

serait capable à l’aide de son CBM48, de récupérer les amorces allongées par SS4. Dans 

cette configuration, SS3 pourrait à la fois allonger cette amorce à l’aide de son site 

catalytique et mimer le rôle de PTST2 c’est-à-dire de délivrer les amorces aux autres 

enzymes de la biosynthèse de l’amidon (SSs, BEs et DBEs).  

Le mécanisme d’initiation que je propose inclue les six protéines de l’initiation et est 

illustré en Figure 58. Ces mécanismes restent loin d’être éclaircis et il ne serait pas étonnant 
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que d’autres protéines encore indéterminées soient impliquées directement dans ce 

processus. 

 

Figure 58. Proposition du mécanisme d’initiation de la biosynthèse du grain d’amidon chez la plante. 1) Fixation 
du MOS sur SS4. 2) Allongement du MOS par l’activité d’élongation de SS4. 3) PII1 se place sur SS4 de façon à 
changer sa conformation et arrêter l’allongement des MOS qui sera récupéré par PTST2 puis libéré dans le 
stroma du chloroplaste. 4) Le MOS libéré est pris en charge par les autres enzymes de la biosynthèse pour la 
formation d’un nouveau grain. PTST2 se repositionne de façon à ce que SS4 puisse récupérer une nouvelle 
amorce. Nous ne connaissons pas le moment où intervient l’interaction entre SS5 et PII1 ou entre PTST2 et 
PTST3, ce qui est symbolisé par un point d’interrogation.  
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Malgré les avancées réalisées dans l’étude du complexe protéique impliqué dans 

l’initiation des grains d’amidon, de nombreuses questions restent en suspens. Les 

connaissances actuelles se résument à l’étude des phénotypes des mutants surexprimant 

ou inactivant les protéines ainsi que l’identification des partenaires dans des expériences 

d’immunoprécipitation et double-hybride, mais ces analyses ne permettent pas d’aller plus 

loin dans l’interprétation. Actuellement, il n’est pas encore clairement établi si les protéines 

de l’initiation interagissent simultanément ou de manière séquentielle au cours de l’étape 

d’initiation ou quelle est la taille et la stœchiométrie du complexe.  

Dans mon travail, j’ai étudié les aspects structurels et fonctionnel de PII1 et SS4. 

J’ai pu montrer une inhibition de l’activité de SS4 par PII1. Ce résultat extrêmement 

nouveau a permis de progresser dans la compréhension du mécanisme d’initiation et 

d’émettre de nouvelles hypothèses. Cependant, ces expériences ont été faites sur des 

constructions tronquées et surtout en l’absence des autres partenaires. Pour progresser 

dans nos hypothèses et notamment sur l’articulation des rôles de PII1 et des autres 

partenaires, il serait intéressant de tester l’effet de la présence de PTST2, SS5 et PII1 sur 

l’activité de SS4 ainsi que la compétition éventuelle entre les différentes protéines de 

l’initiation. Pour cela le zymogramme parait particulièrement bien adapté pour des protéines 

difficiles à produire et permettrait à court terme d’obtenir des informations 

supplémentaires. 

La surexpression de PTST2 chez Arabidopsis a montré une sur-nucléation des grains 

d’amidon attestant d’une sur-initiation. La surexpression de PII1 n’a pas été testée et 

pourrait donner des informations sur le mécanisme de PII1 et confirmer l’antagonisme de 

PII1 et PTST2. 

L’approche structurale par AlphaFold a donné une dimension supplémentaire à 

l’étude de l’initiation. Ainsi nous avons montré que les domaines de dimérisation des SS4 et 

SS5 ne présentent pas d’identité de séquence mais une forte identité de structure. Cela 

nous a permis de proposer un mode de dimérisation commun aux deux protéines et de 

localiser une région d’interaction commune avec PII1. 

L’analyse des modèles moléculaires de tous les partenaires de l’initiation a permis 

de visualiser un grand nombre de régions CC ou désordonnées attestant de l’aspect 



 
 

171 
 

dynamique des différents mécanismes moléculaires impliqués et augmentant le nombre 

de possibilités d’association, de changements de conformation et de diffusion des signaux 

associés. 

Pour le moment, AlphaFold n’a pas permis de modéliser les interactions entre les 

partenaires mais les progrès galopants des approches par AI devraient permettre de 

progresser rapidement. 

D'un point de vue structural, le complexe PII1/SS4 semble instable et hétérogène, ce 

qui rend difficile son étude par cristallographie aux rayons X, notamment en raison de la 

formation d’agrégats solubles. Il est probable que l'ajout d'un troisième partenaire (PTST2), 

voire davantage (SS5), serait nécessaire pour stabiliser ce complexe. La prochaîne étape 

serait donc d’explorer les interactions de PII1 et SS4 avec PTST2 et SS5 afin de tester la 

stabilité du complexe et d'envisager des études structurales plus approfondies, telles que 

la cristallographie aux rayons X ou le SAXS voire la cryo-microscopie électronique (cryo-EM). 

MFP1, en raison de sa structure allongée et difficile à produire en bactérie et de son rôle 

établi dans la localisation du complexe d’initiation, pourrait être écartée de ces analyses 

structurales. 

Il est clair que la complexité des mécanismes de l’initiation est importante faisant 

appel à de nombreux échanges moléculaires. Il est possible voire vraisemblable que 

certains partenaires transitoires n’aient pas encore pu être identifiés par les approches 

utilisées, notamment des partenaires qui feraient le lien avec la machinerie enzymatique 

permettant l’élongation des chaînes d’amylopectine.  
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Bilan fin de thèse 

Ce projet de thèse s'est révélé particulièrement exigeant. En effet, la production 

de la protéine PII1, par exemple, a présenté des défis inattendus de par son insolubilité. 

Bien que la production de constructions tronquées n'ait pas été initialement prévue 

dans le cadre de mes travaux, cette difficulté s'est avérée formatrice. Elle m'a permis 

d'acquérir des compétences en clonage pour réaliser ces constructions, ainsi qu'en 

bioinformatique pour modéliser les structures. La complexité du projet m'a également 

contraint à approfondir ma réflexion scientifique et de gagner en autonomie dans 

l’expression des protéines recombinantes. De plus, j'ai eu l'opportunité de finaliser le 

projet de Rayan Osman, dont l'objectif était de caractériser la fonction des protéines 

non enzymatiques ESV1 et LESV. L'ensemble de ces projets a considérablement enrichi 

ma formation doctorale d'un point de vue technique et scientifique. 
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Abstract 13 

Starch is the major energy storage compound in plants. It accumulates in the form of 14 

insoluble, partly crystalline granules whose number and shape are specific to each plant 15 

species. These characteristics are defined very early in starch biosynthesis, at the initiation 16 

stage. 17 

Starch biosynthesis initiation is a complex process that relies on the coordinated action of 18 

several proteins that interact together in the so-called complex of initiation. Starch Synthase 19 

4 (SS4) is the only initiation protein with enzymatic activity. It catalyzes the formation of 20 

glucan primers, which serve as substrates for the enzymatic machinery that synthesizes 21 

starch granules. Previous studies have highlighted the importance of interactions between 22 

SS4 and regulatory proteins in this process. Among them, Protein Involved in Initiation 1 23 

(PII1) interacts with SS4 but its function is not yet established. In this study, we explored the 24 

structural and functional implications of PII1 on SS4's enzymatic activity. Our findings reveal 25 

that PII1 contains a long coiled-coil domain that specifically interacts with SS4, leading to 26 

significant inhibition of SS4's glucan elongation activity. Importantly, this inhibition is specific 27 

to SS4 and does not affect other known synthases, suggesting a targeted regulatory 28 

mechanism. This work describes the structural specificities of PII1 and SS4 and reveals a 29 

function for PII1 in the initiation complex. These results allow us to re-examine these 30 
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complex mechanisms and propose new hypotheses about the important steps in the 31 

initiation of starch biosynthesis. 32 

 33 

Introduction 34 

In higher plants, starch is the most abundant and widely distributed non-structural 35 

carbohydrate that accumulates as water-insoluble, partly crystalline granules. In 36 

heterotrophic tissues, starch functions as a long-term carbohydrate reserve, supporting 37 

germination or seasonal regrowth. This "storage starch" is a key component of our staple 38 

crops, accounting for half of human caloric intake and is also extensively used as an 39 

industrial commodity. In leaves, transitory starch accumulates in chloroplasts during the day 40 

and is used as carbon and energy source during the night.  41 

Starch is composed of two polymers of glucose residues, namely amylose and amylopectin, 42 

organized as linear α-1,4-glucans covalently linked to one another by α-1,6-bonds also called 43 

branching points (for review (Pfister and Zeeman, 2016)). Amylose molecules are mainly 44 

linear (<1% α-1,6 bonds) whereas amylopectin, the main component contains 5-6% of 45 

branching points (Pérez and Bertoft, 2010; Pfister and Zeeman, 2016).  46 

Amylose linear chains are synthesized by the action of the Granule Bound Starch Synthase 47 

(GBSS) that is embedded in starch granules and belongs to the starch synthase class of 48 

glucosyltransferases (Ball and Morell, 2003; Schwarte et al., 2013; Pfister and Zeeman, 2016; 49 

Seung, 2020). A second non enzymatic protein, namely PROTEIN TARGETING TO STARCH 1 50 

(PTST1) is also involved in the process by targeting GBSS to starch granules (Seung et al., 51 

2015). 52 

Amylopectin is synthesized by the concerted activities of soluble starch synthases (SSs), 53 

starch branching enzymes (SBEs) and starch debranching enzymes (SDBEs) acting by forming 54 

transient complexes during the different stages of biosynthesis (Crofts et al., 2015). Soluble 55 

SSs transfer the glucose residue of ADP-Glucose (ADP-glc), the precursor molecule, to the 56 

non-reducing end of growing amylopectin and amylose molecules, or on free malto-57 

oligosaccharides (MOSs) that arise from degradation of starch granules formation (Larson et 58 

al., 2016; Seung et al., 2017; Xie et al., 2018).  59 

Branching points are introduced by SBEs which cleave and transfer a linear malto-60 

oligosaccharide and transfer it to an α-1,6 position (Sawada et al., 2014). The isoamylase 61 

class (ISA) of SDBEs is involved in the synthesis of amylopectin by hydrolyzing the excess and 62 
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incorrectly positioned α-1,6 bonds of soluble amylopectin molecule thus facilitating 63 

amylopectin crystallization (Ball et al., 1996; Myers et al., 2000; Delatte et al., 2005; 64 

Wattebled et al., 2005). Finally, two recently discovered non enzymatic proteins, LESV (LIKE 65 

EARLY STARAVTION 1) and ESV1 (EARLY STARVATION 1) are involved in amylopectin packing 66 

and starch granule protection (Liu et al., 2023; Osman et al., 2024). 67 

In addition to these biosynthetic mechanisms, an initiation step is required to produce the 68 

oligosaccharide substrates of the biosynthetic enzymes. This step has been identified, but its 69 

molecular mechanism remains poorly understood even if several proteins involved in this 70 

mechanism have been identified. The first of them is an enzyme from the SSs family, starch 71 

synthase 4 (SS4). Arabidopsis mutant plants lacking SS4 show a phenotype in which the 72 

number of starch granules formed in the chloroplasts is greatly reduced and the remaining 73 

granules are much larger and spherical, in contrast to the lenticular granules observed in the 74 

wild-type plants (Roldan et al., 2007). This 1040 amino acids protein is composed of three 75 

distinct domains: an N-terminal domain containing a transit peptide (1-42), a predicted 76 

coiled-coil region (43-465), a so-called dimerization domain (471-515), and the catalytic 77 

domain at the C-terminus (540-1040). The N-terminal domain is predicted as a coiled-coil 78 

(cc) domain containing four cc regions (Raynaud et al., 2016). This N-terminal domain was 79 

shown to be required for the granule shape, while the catalytic domain is sufficient to 80 

regulate granule number (Lu et al., 2018). Subsequently, several non-enzymatic proteins 81 

were identified as being involved in starch granule initiation. Arabidopsis plants that do not 82 

express these proteins show a phenotype in which the number of granules is reduced, but 83 

they keep their lenticular shapes (Lu et al., 2018). These proteins include two members of 84 

the PTST family: PTST2 and PTST3, two conserved coiled-coil and CBM48 containing proteins 85 

(Seung et al., 2017), the thylakoid-associated MAR-BINDING FILAMENT-LIKE PROTEIN 1 86 

(MFP1)  (Sharma et al., 2024), MYOSIN-RESEMBLING CHLOROPLAST PROTEIN or PROTEIN 87 

INVOLVED IN INITIATION 1 (MRC/PII1)(Seung et al., 2018; Vandromme et al., 2019) and a 88 

non-canonical starch synthase, SS5 (Abt et al., 2020). 89 

It has been proposed and shown that these proteins interact specifically, probably 90 

sequentially and in some cases transiently, as part of an initiation complex whose molecular 91 

mechanism is still poorly understood (Seung et al., 2018). The function of some of these 92 

proteins has been investigated.  93 
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The first event in starch initiation is likely linked to the action of the MFP1 that interacts with 94 

PTST2 and specifically determines the subchloroplast location of the starch granule initiation 95 

machinery (Sharma et al., 2024). PTST2 also interacts with PII1 and SS4 but interaction with 96 

SS4 is not dependent of the cc region (Seung et al., 2017). Through its CBM, it binds and 97 

delivers glucans, able to adopt a helical secondary structure, to SS4. The function of PTST3 is 98 

partially redundant with that of PTST2 (Seung et al., 2017). The non-canonical starch 99 

synthase, SS5, which contains an incomplete catalytic domain, has no enzymatic activity and 100 

interacts with PII1 (Abt et al., 2020). It remains to be determined whether proteins with 101 

multiple partners are able to interact with them simultaneously via multiple recognition 102 

sites, or whether these interactions are in competition with each other as part of their 103 

functional regulation.  104 

PII1 has a predicted coiled-coil region that spans most of the protein without any predicted 105 

catalytic or glucan binding domains (Seung et al., 2018). Knockout mutants have a phenotype 106 

analog to ss4 mutant plants with one large lenticular (rather than spherical in ss4) granule 107 

per chloroplast instead of the normal 5-7. This phenotype is similar to the ptst2 phenotype, 108 

but is less severe, as pii1 chloroplasts still contain one starch granule in most chloroplasts, 109 

whereas ptst2 and ss4 mutants have many empty chloroplasts. PII1 function is unknown, 110 

particularly the role of its interaction with SS4 in the initiation process. In this work we 111 

studied both the structure of PII1 and SS4 as well as their interaction. Through biochemical 112 

experiments using the recombinant proteins, we were able to reveal an inhibitory effect of 113 

PII1 on the elongation capacity of SS4. This unexpected result is discussed in terms of its 114 

potential implication on the regulation of starch granule initiation in vivo. 115 

 116 

Methods 117 

 118 

Molecular Modelling 119 

Protein structures of all PII1 and SS4 constructs were initially modelled using both 120 

AlphaFold2 combined through MassiveFold (ref here: 121 

https://www.researchsquare.com/article/rs-4319486/v1) that allows to go further by 122 

generating a large number of molecular models,  all the neural network model versions 123 

available to date (v1, v2 and v3) (Jumper and Hassabis, 2022). Initially, three predictions per 124 

neural network model were generated for monomers, resulting in fifteen predictions per 125 

https://www.researchsquare.com/article/rs-4319486/v1
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monomeric protein, and five predictions per neural network model for protein complexes, 126 

resulting in seventy-five predictions for each. Massive sampling and increased recycling were 127 

also attempted for some complexes, pushing predictions until six hundred, but didn’t show 128 

substantially improved results in these cases, compared to a basic prediction run. 129 

When this was available, we used AlphaFold3 for the calculation of new molecular models 130 

and compared them to the predictions already obtained by MassiveFold. The structure 131 

models obtained with both approaches being similar for our proteins, we only kept 132 

AlphaFold3 predictions for the sake of clarity of the manuscript. 133 

With AlphaFold3, for each monomeric protein, five different predictions were computed and 134 

ranked by global pLDDT. The five molecular models generated have been superimposed and 135 

used to identify the presence of dynamic regions. Molecular models with best pLDDT and 136 

PAE values were used for figures. For each complex, fifty predictions were computed and 137 

ranked by the AlphaFold confidence score. Scores and PAE values were used to evaluate the 138 

quality of the predictions. 139 

Structures and electronic surfaces were visualized using the PyMOL Molecular Graphic 140 

System, Shrödinger, LLC.  141 

 142 

Synchrotron radiation circular dichroism  143 

Synchrotron radiation circular dichroism (SR-CD) spectra were measured at the DISCO 144 

beamline of the SOLEIL Synchrotron (Gif-sur-Yvette, France). The beam size of 4 × 4 mm and 145 

the photon-flux per nm step of 2 × 1010 photons s−1 in the spectral band from 270–170 nm 146 

prevented radiation-induced damage (Miles et al., 2008). CD spectra were acquired using 147 

IGOR software (WaveMetrics). Before measurements the molar elliptical extinction 148 

coefficient of Ammonium d-10-Camphorsulfonate Ammonium (CSA) has been measured on 149 

the beamline and used as standard for calibration of all data measurements (Miles et al., 150 

2004). Protein and buffer spectra were collected consecutively and are the mean of 3 151 

accumulations. The buffer baseline was then subtracted from the spectra and the data 152 

processing was conducted using CDToolX software (Miles and Wallace, 2018). 153 

PII1-H2-H3 protein solutions  were deposited between 2 CaF2 coverslips with a pathlength of 154 

10 (TFE) or 50 (protein alone) µm (Refregiers et al., 2012). The influence of the different 155 

concentration of TFE on the structure of PII1 was studied by mixing the protein and different 156 

concentrations of TFE and then measuring the spectra under the same conditions as for the 157 
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native protein after a 10 min incubation. Spectra containing protein buffer at corresponding 158 

TFE concentrations were subtracted from the protein/TFE spectra before CSA calibration.  159 

Cloning, expression and purification of proteins  160 

PII1-H2-H3 and SS4-349 were cloned and expressed in Escherichia coli as recombinant 161 

proteins lacking their N-terminal transit peptides. The complete cDNAs encoding the 162 

complete PII1 and SS4 lacking their N-terminal transit peptides, cloned into the pENT-D-Topo 163 

plasmid (Thermofisher, Rochester, USA)(Vandromme et al., 2019) were used as templates for 164 

the construction of the vectors expressing the different truncated forms of SS4 and PII1. A 165 

fragment of the Pii1 cDNA corresponding to the H2 and H3 helixes was amplified with 166 

primers EntPII1For et EntPII1Rev using the ultra-high Kapa Hifi Hot start polymerase (Roche 167 

diagnostics, Austria) and the 1.4kb PCR product was transferred into the pENT-D-Topo 168 

plasmid (Thermofisher, Rochester, USA). This entry vector was used to construct the pET300-169 

PII1 vector by using the gateway technology into the ChampionTM pET300 plasmid 170 

(Thermofisher) that allows the generation of recombinant proteins fused to a N-terminal 6-171 

Histidine tag. The PCR product corresponding to the SS4-349 truncated ss4 cDNA fragment 172 

was amplified using the Kapa Hifi Hot start polymerase and digested by BamHI and XhoI 173 

restriction enzymes before its cloning into the pET-DUET-1 (Novagen) vector’s corresponding 174 

restriction sites allowing the expression of N-terminal His-tagged proteins. For co-expression 175 

experiments, the PII1 sequence was amplified using the BamPII and SalPII primers allowing 176 

the introduction of BamHI and SalI restriction sites which were used to clone the digested 177 

PCR product into the pET-DUET-1. A second PCR product corresponding to the SS4-349 178 

cDNA sequence was amplified using the RVSS4 and XhoSS4 primers and the PCR product was 179 

cloned in the EcoRV and XhoI restriction sites of the previous plasmid allowing co-expression 180 

of both N-terminal His-tagged PII1 and SS4-349 proteins. 181 

Primers sequences are detailed in table 1, the restriction enzyme sites used for the cloning 182 

are underlined in the primers’ sequences. Each construct was fully sequenced before use to 183 

ascertain the integrity of the cloned sequences.  184 

The recombinant proteins were expressed in E. coli BL21 DE3 in 2 x 500 ml of LB medium 185 

supplemented with 100g/mL antibiotic then induced with 0.5 mM IPTG overnight at 20°C. 186 

Cells were pelleted at 6000 g for 30 min at 4°C and stored at -80°C for further use. 187 
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Cells pellets were resuspended in lysis buffer (20 mM Hepes/NaOH pH 7, 150 mM NaCl 188 

supplemented with one tablet per liter of EDTA-free of protease inhibitors EDTA free (Roche), 189 

disrupted by Emulsiflex or sonication and centrifuged at 10000 g for 30 min at 4°C. The 190 

supernatants were then subjected to purification. 191 

Purification was performed by a first step of Immobilized Metal Affinity Chromatography 192 

(IMAC) using a 5ml IMAC HisTrap Excel column (Cytiva, Amersham,UK). Protein sample was 193 

loaded onto the column pre-equilibrated with buffer A (20 mM Hepes/NaOH pH 7, 150 mM 194 

NaCl). The beads were washed with 10 column volume of buffer A supplemented with 10mM 195 

Imidazole and eluted with buffer A supplemented with 500 mM Imidazole and 10% (w/v) 196 

glycerol.  197 

This initial step was followed by a second purification step through size exclusion 198 

chromatography Superdex200 10/300 (Cytiva) equilibrated with buffer A. 500µl of the IMAC 199 

eluted sample were injected on the column. The protein sample purity was assessed by SDS-200 

PAGE 10%.   201 

For structural study, protein samples were concentrated using Vivaspin centrifugal 202 

concentrator with a 10 kDa cut-off (Sartorius). Protein concentrations were determined using 203 

a Nanodrop Spectrophotometer (ND1000) from Thermo Scientific.  204 

 205 

Zymogram 206 

To study the elongation capacity of SS4, soluble proteins were separated by electrophoresis 207 

onto a 10 % non-denaturing acrylamide gel containing 0.3 % oyster glycogen (Sigma). The run 208 

was carried out for 2 hours at 200 mA at 4°C using the Bio-Rad Mini Protean III system. The 209 

gel was then incubated overnight at room temperature in synthase incubation mix (67 mM 210 

Glycyl-glycine/NaOH pH 9; 133 mM ammonium sulfate; 80 mM MgCl2; 0.6 mg.ml-1 bovine 211 

serum albumin; 25 mM β-mercaptoethanol; 2.4 mM ADP-glucose). Control experiments 212 

were carried out following the same procedure but omitting the ADP-glc in the incubation 213 

mix. To test the capacity of SS4 to synthesize de novo glucan primers, the same procedure 214 

was used but without providing any polysaccharide substrate in the gel matrix. The initiation 215 

capacity of the enzyme was tested in a control experiment in which a mix of small MOS were 216 

provided in the incubation mix.  217 

 218 

Results 219 
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 220 

Expression of PII1 and SS4  221 

To investigate the role of PII1 in the initiation steps leading to new starch granules, we aimed 222 

to study its structure as well as its interaction with SS4. For these studies, we considered a 223 

biochemical and structural approach. As these approaches required the expression and 224 

purification of both proteins, we undertook the expression of both proteins in their entirety, 225 

with the exception of their chloroplast transit peptides (cTPs). To do this, we carried out a 226 

series of expression assays on plasmids containing the genes encoding each protein, 227 

optimized for expression in E. coli (see Methods section). We succeeded in expressing PII1 228 

under these conditions, but none of the tests allowed us to obtain enough soluble protein, 229 

while SS4 was little or no expressed. At this stage, and in order to continue the study, we 230 

considered using truncated but functional constructs of each protein. To identify the regions 231 

that might affect expression or solubility, we analyzed the sequence of PII1 and SS4 and 232 

calculated molecular models using AlphaFold3. 233 

 234 

Structural analysis of PII1 molecular model  235 

Previous sequence analysis of PII1 predicted the presence of coiled-coil regions along almost 236 

the entire length of the protein (Seung et al., 2018; Vandromme et al., 2019) suggesting that 237 

the protein is involved in interactions with one or more other proteins. To visualize their 238 

arrangement, we then analyzed molecular models of the protein using AlphaFold3 239 

(Abramson et al., 2024). 240 

AlphaFold 3 computes five predictions and sort them by confidence score. Several criteria for 241 

the validity of the structure are available, the pLDDTs, the PAE matrix and, for the multimers, 242 

the TM coefficients. The pLDDTs indicates the confidence estimate per atom on a scale of 0-243 

100, where a higher value indicates a higher confidence for each protein amino acid. The PAE 244 

(Predicted Aligned Error) matrix estimates the error in the relative position and orientation 245 

between two parts in the predicted structure. Higher values indicate higher predicted error 246 

and therefore lower confidence. And then, TM scores (predicted template modeling (pTM) 247 

score and the interface predicted template modeling (ipTM) score) that are both derived 248 

from a measurement called the template modeling (TM) score. pTM is an integrated 249 

measure of how well AlphaFold-Multimer has predicted the overall structure of the complex. 250 

In contrast, ipTM measures the accuracy of the predicted relative positions of the subunits 251 
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forming the protein-protein complex. Disordered regions and regions with low pLDDT score 252 

may negatively impact the ipTM score even if the structure of the complex is predicted 253 

correctly. Both measure the accuracy of the entire structure (Zhang and Skolnick, 2004; Xu 254 

and Zhang, 2010), for a high confidence it should be >0.5 and >0.8 respectively. TM scores 255 

should be interpreted cautiously (Abramson et al., 2024) as they can be influenced by several 256 

factors. For this study all TM scores were below the “trustable” values and this can be 257 

attributed to the presence of large cc regions as well as predicted unfolded regions in 258 

proteins. Indeed, in cc regions, local contacts can be inferred with a good score, which 259 

explains the pLDDT values > 0.80 in these regions. However, the contacts can be shifted 260 

between repeats in the prediction, which makes the process less straightforward, resulting in 261 

low pTM scores. Disordered regions are always hard to predict, with high flexibility, resulting 262 

in low pLDDT values in these regions and decreasing the pTM scores. Therefore, we 263 

remained cautious in interpreting the results and models in which the PAE matrix showed no 264 

credible interactions between proteins were considered invalid.  265 

For the full length PII1, the five models calculated by AlphaFold3 were very similar. For the 266 

sake of clarity, only the model with the best score is presented. The model obtained is 267 

composed of 6 helices predicted by a majority with a plDDT>90 confidence index and 268 

numbered H1 to H6 from the N-terminus. The 70 amino acids at the N-terminus and the 269 

region between helices H3 and H4 are predicted to be disordered. Helices H2 and H3 are 270 

very long helices of 203 and 245 amino acids respectively, organized in antiparallel coils as 271 

suggested by the sequence analysis (Figure 1A). The analysis of the PAE (Figure1B) matrix 272 

shows that the relative position of helices H1, H2 and H3 is predicted with a high confidence 273 

index, which is not the case for the other helices within them, with the exception of short 274 

helices H5 and H6. 275 

The H2 and H3 helices interact with each other via hydrophobic interactions involving amino 276 

acids predicted to be involved in predicted repeated heptads for coiled-coils (Figure 1C). On 277 

the other hand, numerous charged residues are directed towards the protein surface and 278 

may be involved in interactions with PII1 partners. The numerous hydrophilic residues 279 

present on the surface of the H2-H3 domain of PII1, may create interactions with the solvent, 280 

increasing the chances of obtaining a soluble protein sample for its structural and functional 281 

analysis (Figure 1C). 282 

https://doi.org/10.1002/prot.20264
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btq066
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btq066
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 283 

The coiled-coil region of PII1 is conserved among orthologs  284 

To verify the conservation of the coiled-coil (abbreviated cc in the rest of the manuscript) H2-285 

H3 region of PII1, we investigated whether it was conserved in its orthologs. Twenty-eight 286 

orthologs were identified on the Arabidopsis information resource (TAIR 287 

https://www.arabidopsis.org). All the orthologs are proteins close in size to AtPII1 (between 288 

720 and 820 residues), with the exception of the Setaria italica protein, which has a much 289 

shorter sequence (492 residues). Their amino acid sequences were aligned using blastp 290 

(Altschul et al., 1990) (Figure 2A, supplementary Figure 1). 291 

The result shows high conserved sequence for the 27 AtPII1 orthologs proteins analyzed, all 292 

along the sequence. Setaria italica has a much shorter sequence than the other orthologs, 293 

corresponding only to the N-terminal region containing H1, H2 and H3 in AtPII1 (Figure 2A 294 

supplementary Figure 1). 295 

As with AtPII1, we calculated a molecular model for each of the identified PII1 orthologs 296 

using AlphaFold3. With the exception of the Setaria ortholog, which contains only the H1 297 

and the coiled-coil domain, analysis of the results shows the presence of the 6 predicted 298 

helices similar to those predicted for the Arabidopsis protein (Figure 2A). 299 

Alignment of the structures of H2 and H3 of PII1 and those of its 28 orthologs shows a high 300 

degree of structural conservation of the conserved cc region (Figure 2B), which is, in 301 

agreement with an important role for this region in the function of PII1.  302 

 303 

Dimerization domain has a crucial role in SS4 dimer structure 304 

The structure of the catalytic domain of AtSS4 has been solved by crystallography in the 305 

presence of ADP-glucose and acarbose, a competitive inhibitor used in the treatment of 306 

certain types of diabetes. Analysis of the structure revealed a monomeric protein and has 307 

allowed the precise characterization of its catalytic domain (Nielsen et al., 2018).  308 

Four cc regions (cc1 to cc4 numbered from the N-terminus) have been identified in the N-309 

terminal part of SS4 (Raynaud et al., 2016) followed by a so-called dimerization domain 310 

upstream the catalytic domain. In this work, SS4 has been shown to be dimeric and that it is 311 

in this form that it is the most active. The dimerization is linked to the presence of the 312 

dimerization domain, and cc regions are not involved in. The cc1 and cc2 regions are 313 

required for SS4 localization to thylakoid. Interestingly, the authors produced a truncated 314 

https://www.arabidopsis.org/
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construct of the cc1 and cc2 regions (comprising the first 349 amino acids of the protein) 315 

which proved to be soluble (Raynaud et al., 2016) and, in order to obtained soluble protein 316 

samples, we decided to work with the same construct, which we will call SS4-349, for the 317 

remainder of this work. 318 

The dimerization domain is predicted to be located between amino acids 471 and 515 and its 319 

structure is not known (Raynaud et al., 2016). In order to identify this domain, to verify the 320 

possibility of dimerization and to visualize the position of the different regions that make up 321 

SS4, we created dimer models of SS4 and SS4-349 using AlphaFold3.  322 

The two models obtained show the regions containing the predicted catalytic and 323 

dimerization domains with a high level of confidence (pLDDT above 90 and between 70 and 324 

90 respectively) and the analysis of the PAE matrix shows a good level of confidence in the 325 

relative positions of these domains (Supplementary Figure 2A, B, C, D). The AlphaFold3 326 

predicted catalytic domain of SS4 is almost identical of the X-ray-crystallographic structure 327 

(Nielsen et al., 2018) with a rmsd of 0.3 Å for all C. On the predicted structure, SS4 has a 328 

predicted dimeric structure in which the dimerization domains of each monomer interact 329 

with the GT5 subunit of the catalytic domain of the second monomer sharing a large surface 330 

area (Figure 3A). The pattern of the dimerization domain, originally predicted to be between 331 

residues 471 and 515, is composed of residues 466 to 533 in the model. Its structure is 332 

predicted as a globular domain composed of a bundle of 4 helices (dH1 to dH4) parallel to 333 

each other and an N-terminal region of about 7 amino acids forming a short helix (Figure 3B). 334 

The two dimerization domains are organized into swap domains, each of which interacts with 335 

the GT5 domain of the neighboring molecule (Figure 3A). This interaction involves the helices 336 

dH1 and dH2 of the dimerization domain and the GT5 domain of the adjacent molecule 337 

described in Figure3 B, D. The interaction between the dimerization domain and the GT5 338 

domain involves numerous hydrophilic and hydrophobic interactions between the side and 339 

main chains of residues of about ten amino acids on each side. The interaction zone covers a 340 

large surface area of both domains, indicating a strong interaction. This interaction between 341 

dimerization domain and GT5 is conserved in complete or truncated structure of SS4 342 

(Figure3) which is a further vote of confidence in the already very convincing pLDDT and PAE 343 

matrix values (Supplementary Figure 2 C, D). In the SS4 full length model, interactions are 344 

predicted between the two dimerization domains by the short N-terminal helix 345 

(supplementary Figure 2E). In the truncated model SS4-349, the interaction between the 346 
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dimerization domains and the GT5 domains is identical to the full SS4 model (rmsd 0,144 Å 347 

for all C), with the same confidence indices and positioning errors of the same order 348 

(Supplementary Figure2C, Figure 3D). In contrast, the interaction between the dimerization 349 

domains observed in the SS4 is not conserved in the model of SS4-349 in which the two 350 

dimerization domains are not in the same position and are not directly interacting 351 

(supplementary Figure 2E, F). This difference in the predictions is unlikely due to the full or 352 

truncated version of the dimer to predict, but rather to the uncertainty in the positioning of 353 

the dimerization domains between each other, as shown in both PAE matrix plots. This could 354 

indicate that, in the context of conformational changes associated either with the 355 

binding/release of glucans or with interaction with another protein in the initiation complex, 356 

the interaction between the dimerization domain of one monomer and the GT5 domain of 357 

the adjacent monomer would remain stable, whereas the interaction between the two 358 

dimerization domains could change.  359 

 360 

N-terminal domain of SS4 organizes in coiled-coil 361 

The N-terminal domain, although predicted as helices for the cc1 to cc4 regions, have 362 

different configurations depending on whether the whole protein or the truncated protein is 363 

considered (and on the position of the dimeric domains in relation to each other).  364 

In the five SS4 models generated by AlphaFold3 the structure of the catalytic and 365 

dimerization domains is conserved in contrast to the N-terminal domain. The latter is always 366 

predicted to be organized as a coiled-coil, but the distribution of helices, predicted with a 367 

lower confidence index than the C-terminal domain, is quite different. In the best model, as 368 

expected, the 1-180 region is predicted to be disordered, while the cc1/cc2 and cc3/cc4 369 

regions are involved in two distinct 200 Å long helices. The cc3/cc4 helices of each monomer 370 

are predicted with good confidence (pLDDT between 90 and 70) whereas the cc1/cc2 helices 371 

are predicted with low confidence (pLDDT <70) (supplementary Figure2 A to D). Altogether, 372 

in the model they form a tetrameric coiled-coil confirmed by the PAE. In this organization, 373 

the two cc3/cc4 regions form a central dimeric coiled-coil around which the cc1 and cc2 374 

regions are supercoiled (supplementary Figure3 A). It seems likely that AlphaFold positioned 375 

cc1 and cc2 on cc3/cc4 to stabilize the latter. cc1 and cc2 have been shown to be involved in 376 

(and essential for) the localization of SS4 to thylakoids. In this case, they must form a domain 377 
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distinct from cc3/cc4 in order to interact with MFP1 or PTST2. It is therefore highly likely that 378 

they are not organized as in the model described. 379 

The five SS4-349 AlphaFold models were also very similar. In these models the cc3 and cc4 380 

regions form distinct helices forming an antiparallel cc that assembles with the cc3/cc4 381 

region of the second molecule, whose folding is identically predicted, to form a confident 382 

tetrameric cc (90> pLDDT >70 and 70> pLDDT >50) folded with low expected position error 383 

(supplementary Figure 2C, D, supplementary Figure 3B). This configuration is probably 384 

adopted to stabilize the hydrophobic regions of cc3/cc4 that interact with cc1/cc2 in the 385 

model of the whole protein. Like for the full-length protein, this could indicate that individual 386 

cc regions are able to adapt their folding depending on the partner with which they interact. 387 

This would give SS4 the ability to adapt to multiple partners (individually or together) by 388 

adjusting the conformation of its cc regions. 389 

 390 

SS5 has a similar dimeric organization as SS4  391 

Since SS5 is a protein involved in the initiation mechanisms and interacts with PII1, we 392 

studied its structure using AlphaFold3 (Abramson et al., 2024). SS5, like SS4, is predicted to 393 

be dimeric (Abt et al., 2020), so we started by modelling a dimer. The model obtained has a 394 

high confidence index, as shown by the pLDDTs per residue and the PAE matrix 395 

(supplementary Figure 4A, B).  396 

The first 59 amino acids are predicted to be disordered and residues 60-139 of the two 397 

molecules form two 115 Å long helices forming a coiled-coil as observed for SS4. These 398 

helices are longer than the previous predicted cc region in SS5 (residues 68 to 120) (Abt et 399 

al., 2020). 400 

The molecular model shows a dimeric organization of SS5, similar to that of SS4, involving 401 

two dimerization swapping-domains (from residue 121 to 139), one of each monomer 402 

(supplementary Figure 4C). The dimerization domain of SS4 is not conserved in SS5 sequence 403 

(Abt et al., 2020), however a dimerization domain is observed with a conserved structure 404 

when compared with SS4(supplementary Figure 4D). The helix H1 which interacts with the 405 

GT5 domain of the other monomer is involved in the predicted long N-terminal helices 406 

forming the coiled-coil region. It has been shown that when the previous predicted cc region 407 

of SS5 (residues 68-120) is absent, the protein is neither able to form dimers nor to interact 408 
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with PII1 (Abt et al., 2020). This result is consistent with the molecular model of SS5, with the 409 

absence of the cc region likely to affect the structure of the dimerization domain.  410 

The GT5 domain of SS5 is extended by a helix (439-460) positioned at the site occupied by 411 

the C-terminal helix originating from the GT1 domain of SS4 (which is absent in SS5) and 412 

interacting with the GT5 domain of SS5 (supplementary Figure 4E).  413 

The model for SS5 is very similar, in terms of its N-terminal, cc, dimerization and GT5 414 

domains, with the addition of the terminal helix, to SS4 at the dimerization site. The GT5 415 

domain, the dimerization domain and the Helix 439-460 of SS5 superpose to the equivalent 416 

structures in SS4 with a rmsd of 1 Å on 250 C (supplementary Figure 4E). Only these two 417 

SSs have this dimeric organization and both interact with PII1, so it is conceivable that the 418 

dimerization region could be involved in the interaction with PII1. 419 

 420 

PII1 H2-H3 is soluble and organized in CC 421 

To study PII1 and SS4, we made truncated constructs to obtain soluble samples compatible 422 

with biochemical and biophysical approaches. For PII1, we produced a protein construct 423 

containing only the H2-H3 helices that make up the conserved cc region, hereafter referred 424 

to as PII1-H2-H3.  425 

PII1-H2-H3 is expressed in large amounts, most of which is found in the soluble fraction 426 

(Supplementary Figure5). The soluble fraction was incubated with IMAC beads and eluted 427 

with 500 mM imidazole. At this stage, and despite incubation with the beads, only part of the 428 

soluble sample was able to bind to the resin and eluted with imidazole. The fraction that did 429 

not bind was subjected to a second unsuccessful incubation with Ni-beads, suggesting that in 430 

solution the protein must adopt multiple conformations or aggregate and that in this form 431 

the 6-histidine tag is no longer accessible. The eluted fraction was then subjected to a steric 432 

exclusion chromatography (SEC) step. PII1-H2-H3 eluted in a very broad peak, probably due 433 

to its non-globular structure, and the presence of the long cc. This type of chromatography is 434 

probably not suitable for non-globular proteins and does not allow us to determine the 435 

monodispersity of the sample, but it did allow us to eliminate the contaminants present at 436 

the end of the affinity chromatography step. We therefore kept it in the protein purification 437 

protocol (Figure 4A). 438 

To experimentally verify the coiled-coil structure of PII1-H2-H3, we used a Synchrotron 439 

radiation circular dichroism (SR-CD) study approach on the purified PII1-H2-H3 protein 440 
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sample at 3 mg/ml. This method is mostly used to analyze the content of secondary 441 

structure elements in a protein and to distinguish between individual helices and helices 442 

involved in a coiled-coil assembly, which is particularly relevant to our study. A typical 443 

spectrum obtained from alpha helices shows a positive peak around 190 nm and two 444 

negative peaks at 208 and 222 nm, the latter mainly due to helices, the others also coming 445 

from other structural elements. For free helices the magnitude of the 208 nm pic is lower 446 

than the one at 222 nm, the opposite is true for helices involved in a coiled-coil (Wallace, 447 

2009). SR-CD analysis of PII1-H2-H3 presents a typical helix-folded protein profile (Figure 4B) 448 

with a positive peak at 190 nm and two negative peaks at 208 and 222 nm. The ratio of the 449 

ellipticity measured at 208 nm to that measured at 222 nm gives a value lower than 1, 450 

indicating and confirming the organization of the helices into cc.  451 

To go further in the validation of the presence of cc regions, we measured different SR-CD 452 

spectra of PII1-H2-H3 in the presence of increasing amounts of 2,2,2-trifluoroethanol (TFE), 453 

which has the property of separating helices organized in cc and stabilize them as individual 454 

helices. The results show a rather atypical effect of TFE on PII1-H2-H3 at low concentrations 455 

of TFE (10%), the protein helices are initially unfolded, causing the spectrum to flatten. At 20-456 

30% TFE, the helices gradually reform, resulting in a maximum signal corresponding to 457 

individualized helices at 50% TFE concentrations in which all helices are independent (222 458 

/208>1) (Figure 4C) thus definitely confirming the structuration of helices in cc in the 459 

structure of PII1. The fact that PII1 can easily unfold and then reform helices is quite atypical 460 

and shows that the protein is highly labile under certain conditions, allowing it to undergo 461 

major conformational changes. 462 

 463 

SS4-349 is soluble and displays enzymatic activity  464 

Since SS4 cannot be produced in its full form, we decided to express a truncated version of 465 

the protein for the biochemical assays. We based this on the work of (Raynaud et al., 2016), 466 

who expressed a soluble and active SS4 construct containing the cc3, cc4, dimerization and 467 

catalytic domains. The deleted part corresponds to the first 349 residues, so we named this 468 

construct SS4-349. 469 

SS4-349 was expressed in small quantity but in soluble form. It was purified by an IMAC 470 

affinity chromatography step (Figure 5A). 471 
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We then verified that deletion of cc1/cc2 in SS4 did not affect the ability of the enzyme to 472 

elongate glucan chains. To do this, we performed zymograms consisting of the separation by 473 

electrophoresis of soluble protein extracts of bacteria expressing SS4-349 (150µg of soluble 474 

proteins), under native conditions, in a 10% polyacrylamide gel containing 0.3% glycogen. 475 

After migration we observed the capacity of the enzyme to elongate the outer chains of 476 

glycogen as revealed after iodine staining of the gels after incubation in the presence of ADP-477 

Glc. This activity is revealed by the appearance of a brown/black coloring band with iodine, 478 

while the unmodified glycogen chains stains orange/light brown. To verify that the measured 479 

activity was not due to a bacterial enzyme, we performed the same experiment with a 480 

soluble extract of the same bacterial strain that does not express SS4-349. (Figure 5B). 481 

Analysis of the results showed very low elongation activity for the BL21 strain likely 482 

corresponding to the E. coli glycogen synthase (GlgA) at the top of the gel. In contrast, a band 483 

of high elongation activity was observed in the strain expressing SS4-349, indicating the 484 

high activity of the enzyme in its truncated form. This activity is shared by most of the starch 485 

synthases isoforms targeted to the chloroplast. It is clearly not this polyglucan elongation 486 

activity, even if it exists, that gives SS4 such an important role in plants, but its initiation 487 

activity. Studies using high performance anion exchange chromatography coupled to pulsed 488 

amperometric detection (HPAEC-PAD) showed that all SSs are capable of extending glucan 489 

chains from ADP-glucose and maltose or glucans with a higher degree of polymerization (DP) 490 

(Brust et al., 2013). None of them, including SS4, could synthesize de novo glucans from ADP-491 

glucose and glucose (Brust et al., 2013). We tried to perform the same experiment by 492 

replacing glycogen with a mix of small MOS, but we were unable to detect any iodine 493 

staining.  494 

 495 

PII1 inhibits specifically SS4 activity 496 

In order to check if the interaction with PII1 had an effect on the glucan elongating activity of 497 

SS4, we mixed soluble extracts from bacteria in which PII1-H2-H3 and SS4-349 had been 498 

expressed. Since we could not measure the exact amount of each protein in the soluble 499 

extract, we first mixed an equivalent amount of total protein for each extract (175 µg and 500 

350 µg, Figure 6A). After incubation for 15 minutes, the mixtures were loaded onto a 501 

polyacrylamide gel and the SS4 elongation activity was assessed as previously by iodine 502 

staining of the zymogram after incubation overnight with ADP-Glc (Figure 6A). 503 
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The ratio of each protein was estimated from the intensity of the PII1-H2H3 and SS4-349 504 

bands on SDS-PAGE. (Supplementary Figure 6A). This analysis showed that in the soluble 505 

extracts the amount of PII1 was about 60 times higher than that of SS4. This value should be 506 

treated with caution as the level of expression (especially for SS4) varies from one expression 507 

to another. For this experiment, we performed several controls in order to analyze the results 508 

unambiguously. First, we performed the same experiment without ADP-glucose to check that 509 

the observed activity was not linked to another substrate (Figure 6). We then performed the 510 

experiment with soluble proteins from expression bacteria that were not transformed by the 511 

plasmid to check that the observed activity was due to SS4-349 and not to a bacterial 512 

protein (Figure 6A). We did the same with bacteria expressing PII1-H2-H3 to verify that this 513 

protein doesn’t have any enzymatic activity (Figure 6A). Finally, we checked that the activity 514 

of SS4-349 remains unaffected in the presence of an excess amount of BSA (Figure 6B). To 515 

verify the specificity of the effect of PII1-H2-H3 on SS4-349, we compared it with the effect 516 

on GlgA activity and tested the effect of increasing amounts of PII1 (Supplementary Figure 517 

6B). 518 

Analysis of the results shows that no elongating activity is observed in the absence of ADP-519 

glucose, confirming that this precursor is used as a substrate by SS4-349 and GlgA and that 520 

no effect of the presence of BSA could be observed on the activity of both SS4-349 and 521 

GlgA (Figure 6B). PII1-H2-H3 doesn’t display any elongation activity. 522 

In the presence of PII1-H2-H3, a strong inhibition of SS4-349 activity is observed under the 523 

tested conditions (Figure 6A, Supplementary Figure 6B), and this inhibition is proportional to 524 

the amount of PII1-H2-H3 in the reaction mixture. However, the presence of PII1-H2-H3 does 525 

not affect the activity of bacterial GlgA as SS4-349 loses its elongation activity whereas GlgA 526 

remains fully active regardless of the amount of PII1-H2-H3. This demonstrates the specificity 527 

of PII1-H2-H3’s inhibitory effect on SS4.  528 

This experiment shows that PII1-H2-H3 interacts specifically to SS4-349 and that this 529 

interaction inhibits SS4-349 glucan elongation activity. 530 

 531 

Molecular modelling of the interaction between SS4 proteins involved in the initiation 532 

complex 533 
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Numerous interactions between the proteins involved in initiation have been demonstrated. 534 

PII1 can interact strongly with SS4, PTST2 and SS5 (Seung et al., 2018; Abt et al., 2020). PTST2 535 

interacts strongly with PTST3 and MFP1 weaker with PII1 and transiently with the C-terminal 536 

domain of SS4 through its CBM (Seung 2017,2018). PTST3 interacts only with PTST2. To 537 

visualize the interaction modes of these proteins, we attempted to model all possible 538 

combinations of interaction using AlphaFold3 (Abramson et al., 2024). We calculated 50 539 

structure models with AlphaFold3 for each complex and analyzed the results very carefully. 540 

Unfortunately, we were unable to obtain any models that met our selection criteria. In most 541 

cases we obtained models with reasonable pLDDT values, of the same order as the models 542 

obtained for the individual proteins, but the PAE matrices did not validate the positions of 543 

each molecule. Furthermore, of the 50 structure models calculated, most proposed different 544 

structures, sometimes even clashes between the different chains. The ipTM and pTM values 545 

never exceeded 0.35 and 0.4 respectively. This is probably due to several factors: most of the 546 

proteins involved in the initiation complex (all except the catalytic domain of SS4) have 547 

sections with very few homologous sequences, especially in the cc regions, regions with 548 

repeats which can be organized in a large number of structural variations, which makes the 549 

training and subsequent inference harder, especially when several partners are involved, 550 

knowing the variety of binding they can be involved in (see discussion), and all the proteins 551 

have disordered regions which reduce the prediction scores of the obtained models 552 

 553 

Discussion 554 

All the proteins involved in starch binding initiation have been proposed to interact with each 555 

other to form an initiation complex (Seung et al., 2018; Abt et al., 2020). This proposal was 556 

supported by interaction studies between the identified molecules and by the fact that all 557 

these proteins have more or less important regions of their structure predicted to be 558 

organized in coiled-coils, known to be involved in protein-protein interactions (Truebestein 559 

and Leonard, 2016).  560 

As their physical properties, particularly their length and flexibility, have important structural 561 

and functional properties, the cc are widely found in biological processes and multimolecular 562 

complexes (for review see (Truebestein and Leonard, 2016). Long cc, act often as molecular 563 

spacers, either separating functional domains or scaffolding large macromolecular 564 

complexes. Some cc act simply as molecular spacers or facilitating oligomerization, while 565 
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others have evolved the ability to communicate conformational changes along their length. 566 

Some of them are able to bind membranes, link two compartments in the cell (Engel et al., 567 

1992) conferring conformational plasticity. The coiled-coil domain of myosin, which is similar 568 

to PII1, has been shown to act as a mechanosensor and to transmit structural changes along 569 

its chain (Linari et al., 2015). 570 

At the present stage of our knowledge of initiation mechanisms, we know that all the 571 

proteins involved have one or more cc regions predicted on the basis of sequence, and we 572 

have information on interactions between proteins that have been shown experimentally. 573 

However, apart from the crystallographic structure of the catalytic domain of SS4 and the 574 

CBM48 domains of the PTSTs, there is no structural information and very little knowledge 575 

about the regions involved in the interactions. Nor do we know whether the initiation 576 

complex involves all the proteins at once, or whether the interactions are transient or 577 

sequential. 578 

In the present work we focused on the structural study of PII1 and SS4 combined with 579 

structural and biochemical approaches to determine the effect of the binding of PII1 on SS4 580 

enzymatic activity. 581 

 582 

PII1 contains a long conserved coiled-coil domain 583 

We studied the structure of PII1 using molecular modelling and showed that the protein is 584 

composed of 6 helices that are conserved in all identified orthologs found on the TAIR 585 

website except Setaria italica, which has a shorter sequence corresponding only to the H1 H2 586 

and H3 helices of AtPII1. The conserved sequences also adopt a conserved 3D structure, in 587 

particular the long H2-H3 helices, which account for almost 60% of the amino acids in the 588 

protein. These two helices join together to form a long cc region, which is about 300-350 Å in 589 

length. The presence of cc was demonstrated experimentally by SR-CD, but could not be 590 

observed by SAXS due to the conformational heterogeneity of the solution. We have shown 591 

that this domain is conserved in all tested orthologs and that it may play an important role in 592 

the function of PII1. 593 

At this stage, it is difficult to envisage a function for PII1 solely on the basis of its structure. 594 

However, it has been shown that PII1 interacts with PTST2, SS5 and SS4, and it may be 595 

involved in regulating SS4 activity.  596 

 597 
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What is the advantage of organizing SS4 and SS5 into dimers?  598 

Both SS4 and SS5 form dimers (Raynaud et al., 2016; Abt et al., 2020). We showed that a 599 

structurally conserved dimerization region located between the N-terminal cc region and the 600 

C-terminal catalytic domain is involved in the dimer formation. Our results show with high 601 

confidence that these dimerization regions form a small globular domain that interacts with 602 

the GT5 subunit of the SS4 catalytic domain or the SS5 C-terminal domain. 603 

This organization, in which each monomer exchanges its dimerization domain, interacting 604 

strongly with the GT5 domain of the second monomer, offers some interesting properties. 605 

Firstly, it allows the two GT5 domains of the catalytic domains to be kept close together, 606 

leaving the catalytic region (for SS4) or the glucan-binding domain (for SS5) accessible. On 607 

the other hand, the dimerization domain forms a hinge region between the GT5 domains 608 

and the cc regions, the structure of which confers dynamic properties that allow signals to be 609 

transmitted from the cc domain to the catalytic domain via conformational changes induced 610 

by the binding of other partners. It is therefore conceivable that the binding of PTST2 and/or 611 

PII1 to SS4 could influence its catalytic activity in the initiation complex. 612 

SS4 and SS5 both interact specifically with PII1 which does not recognize other families of 613 

SSs.  614 

All SSs share a catalytic domain (for functional SSs) or at least the GT5 domain and non-615 

conserved N-terminus domains. SS1 and SS2 have no predicted cc regions, in contrast to SS3, 616 

SS4 and SS5 (Abt et al., 2020). Only SS4 and SS5 interact with PII1. The specificity of their 617 

recognition by PII1 cannot be entirely related to the presence of cc regions, since SS3 is not 618 

recognized. Nor can it be due to the structure of GT5, which is present in all SSs. What 619 

distinguishes SS4 and SS5 from other SSs is the dimerization associated with the presence of 620 

a structurally conserved dimerization domain that interacts strongly with the GT5 domain 621 

and acts as a hinge with the cc region. Since this dimerization is necessary for recognition by 622 

PII1 (Abt et al., 2020), it is conceivable that the latter interacts with SS4 and SS5 specifically 623 

with this part of the molecule and (due to the structure of PII1) with the coiled-coil regions 624 

of the SSs. Dimerization could therefore be the prerogative of SSs involved in the initiation of 625 

starch biosynthesis. This also implies that PII1 interacts with either SS4 or SS5, but not both 626 

at the same time. In this case, SS5 could have a regulatory effect on the binding of PII1 to 627 

SS4. 628 

 629 
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PII1 can inhibit SS4 enzymatic activity. 630 

Apart from the fact that it interacts with SS4, PTST2 and SS5 and that its absence in the plant 631 

results in a phenotype in which the initiation of starch granule synthesis is affected, the role 632 

of PII1 is not known. In this paper, we have shown that PII1 conserved cc interacts with a 633 

truncated form of SS4 and that this interaction inhibits the elongating activity of SS4. We 634 

have also shown that this inhibition is specific to SS4 and does not affect the activity of the 635 

E.coli glycogen synthase GlgA. Since GlgA and SS4 have similar catalytic domains, this result 636 

indicates that PII1 probably does not interact directly with the catalytic domain of SS4, but 637 

rather via the cc domain of the enzyme (which is also part of the dimerization) and/or its 638 

dimerization region. 639 

It is rather counterintuitive to observe the inhibition of SS4 by PII1, since the absence of PII1 640 

in the plant leads to a reduction in initiation events. This inhibition can only occur transiently 641 

in a complex, highly dynamic mechanism in which interactions within the initiation complex 642 

are transient or evolving. We have therefore re-examined the current data in the light of our 643 

results. 644 

As shown by the structural analysis, the dimerization domain of SS4 forms a hinge region 645 

between the cc region and the catalytic domain. It is likely that binding of PII1 to SS4 induces 646 

a conformational change in the catalytic domain leading to its loss of activity maybe braking 647 

the link between the two catalytic domains or separating both GT domain.  However, the 648 

strength of this inhibition must be qualified in the absence of other initiation proteins, in 649 

particular PTST2, which binds to the catalytic domain of SS4 via its CBM48 domain (Seung et 650 

al., 2017). PTST2 interacts as well with MFP1 and this interaction is involved in the 651 

localization of SS4 to thylakoid membranes (Sharma et al., 2024). The sites of interaction 652 

between PTST2, PII1 and MFP1 are not known, but since the latter two are almost entirely 653 

cc-structured, it is likely that this interaction occurs via the cc region of PTST2. As PII1 has 654 

conserved helices (outside the cc domain) and PII1 and PTST2 have predicted structurated 655 

and unstructured regions, we cannot rule out that these regions are involved in the 656 

interaction, increasing the possibility of signal transduction by conformational change. Our 657 

circular dichroism results showed that PII1 could easily reorganize into other structures, 658 

indicating a certain lability in its structuring. 659 

The CBM48 domain of PTST2 binds specifically helically folded glucans with DP 10 or higher 660 

that are the shortest MOS able to form crystalline glucans. It has been proposed that PTST2 661 
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brings these substrates to SS4 to induce initiation (Seung et al., 2017). However, in a yeast 662 

model system expressing different combinations of starch biosynthetic enzymes, the 663 

presence of SS4 tended to promote the formation of insoluble glucans, and this effect was 664 

seen in the absence of PTST2 (Pfister and Zeeman, 2016). These glucans can be used as 665 

substrate by SS1 for amylopectin biosynthesis.  If such substrates exist in the chloroplast, why 666 

would an initiation step be required if SS1 can use them? On the other hand, PTST2 is 667 

required for the initiation of biosynthesis and is also responsible for poly-initiation when 668 

overexpressed in plants. Another hypothesis for its function may be that helical glucans 669 

would not be substrates but products of the reaction catalyzed by SS4. The function of PTST2 670 

may be to receive these products and make them available to the enzymes involved in starch 671 

biosynthesis. In that way PII1, which inhibits SS4 activity, could intervene to stop the 672 

elongation of glucan chains once they are sufficiently long to emerge from the catalytic 673 

region, at which point they would be retrieved by PTST2. Once released, the polyglucan 674 

could be taken up by the enzymatic biosynthetic machinery and PTST2 could reposition itself 675 

to suppress inhibition by PII1 allowing then SS4 to initiate a new primer. Our hypothesis is 676 

that in the absence of PII1, SS4 initiates the synthesis of the glucan chain, but since the 677 

enzyme can no longer be inhibited by PII1, it behaves like the other SSs and forms much 678 

longer chains, reducing the number of primers available and therefore the number of 679 

initiation events. SS5 may play a role in regulating PII1 function. 680 

In conclusion, the fact that each of these molecules has one or more cc regions, giving them 681 

the ability to interact with each other, but also to transmit conformational change signals 682 

within the initiation complex itself, suggests a complex and highly regulated mechanism of 683 

which we currently know only the basics. Our current knowledge is based on analyses of the 684 

phenotypes of mutants in which the initiation proteins have been inactivated or 685 

overexpressed, and on identification of partners, which shed light on the nature of the 686 

interactions but do not allow us to go any further. In this work, we have studied the 687 

structural and enzymatic aspects of the current state of knowledge, which has allowed us to 688 

make progress in our understanding of the mechanisms and also to put forward some new 689 

hypotheses. The difficulty of producing the key players in the initiation complex in solution, 690 

and the presence of long cc regions that tend to aggregate in the absence of partners, 691 

complicates conventional structural biology tools that require monodisperse solutions. 692 

Determining the stoichiometry of each complex formed in solution and using cryo-electron-693 
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microscopy to study them will undoubtedly be an asset in the study of these complex 694 

mechanisms. The development of AI tools for modelling molecular models of multi-protein 695 

complexes, which is rapidly expanding, should soon make it possible to predict the 696 

interactions between the different initiation proteins and greatly improve our understanding 697 

of these mechanisms. 698 

 699 

Table 1: List of oligonucleotide primers used in this study. The restriction enzyme sites are 700 

underlined.  701 

 702 

Oligonucleotide 

Primer name 

DNA Sequence 5’ -3’ Amplicon sizes 

(bp) 

Encoded sequence 

EntPII1For CACCCTGCCATACTCGAATCTTGGC 1396 102-564 

EntPII1Rev TTAGCGGTTAGTGAGCTCTGCAATACG  PII1 H2 and H3 helices 

Bam349For CCCGGATCCCGAATGCACTGATCTATGG 2094 350-1040 

XhoSS4Rev CCCTCGAGTTACGTGCGATTAGGAACAGCTC   

BamPII GGGGATCCCGTGAATCATAAACAAAAAAGC   

SalPII GGGGTCGACTTACAGGATAACGCCTTCCATAC 2250 Full length PII1 devoid of TP 

RVSS4349 CCCGGATCCCGAATGCACTGATCTATGG   

XhoSS4349 CCCTCGAGTTACGTGCGATTAGGAACAGCTC 2094 350-1040 
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Figure Legends 831 

 832 

Figure 1: Molecular structure of PII1. The structures are represented in cartoon A) 833 
AlphaFold3 model of PII1, regions with pLDDT > 90 are colored navy blue, regions with 90 834 
>pLDDT > 70 are colored cyan, regions with pLDDT < 70 are colored yellow and orange. The 835 
six helices of the model are labeled H1 to H6 from the N-terminal end of the protein. B) PAE 836 
matrix of the model, the region corresponding to the six helices are labeled. C) potential 837 
surface of the coiled-coil region (H2-h3) of PII1, the positive and negative charges at the 838 
surface are colored blue and red respectively. The hydrophobic side chains of amino acids 839 
involved in the coiled-coil stabilization are shown in black sticks. 840 
 841 
Figure 2:  Primary and tertiary structure alignment of AtPII1 with 28 orthologs A) Amino 842 
acid sequence alignment of PII1 with the 27 orthologs having the same length computed 843 
with Blastp. The sequence of Setaria italica has been manually added from the alignment of 844 
PII1 with all tested orthologs. Both alignments are detailed in Supplementary Figure 1. Only 845 
alignment positions with no gaps are colored. Red indicates highly conserved positions and 846 
blue indicates lower conservation, gaps are represented by red lines and grey regions 847 
correspond to non-conserved regions. The position of conserved helices is indicated by 848 
arrows and labeled below B) Structure alignment of H2-H3 coiled-coil region of PII1 with the 849 
28 orthologs. Structures are represented in cartoon, helices and loops are colored red and 850 
green respectively. 851 
 852 

Figure 3: Molecular models of dimeric SS4 and SS4-349. The structures are represented in 853 
cartoon A) structural organization of SS4 full length as predicted by AlphaFold 3. Only one 854 
monomer is colored (catalytic domain in red, dimerization domain in green, cc3-4 helix in 855 
violet and cc1-2 helix in orange). The catalytic sites are indicated by a black star. The second 856 
monomer is colored gray. B) molecular model of the dimerization domain of SS4. The 857 
positions of helices are labeled dH1 to dH4 from the N-terminal. C) structural organization of 858 

SS4-349 with the same color code as SS4 D) Interaction between the dimerization (in red) 859 
and GT5 (in green) domains of SS4. The side chains of amino-acids residues involved in the 860 
interaction are represented in sticks. 861 
 862 
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Figure 4: Purification and SR-CD analysis of PII1-H2-H3 A) SDS-PAGE of the protein sample of 863 
PII1-H2-H3 after purification, used for SR-CD experiments. B) SR-CD spectrum of PII1-H2-H3 864 
C) SR-CD spectra of PII1-H2-H3 at different concentrations of TFE. The color code used for 865 
spectra in function of TFE concentration are indicated.  866 
 867 
Figure 5: Purification and characterization of starch synthase elongation activity of SS4-868 

349.  A) SDS-PAGE of the protein sample of SS4-349 after purification B) Zymogram 869 

revealing the elongation function of SS4-349.  150 µg of total soluble protein extract of 870 

BL21 (DE3) and BL21 (DE3) expressing SS4-349 were loaded onto a 10 % non-denaturing 871 
acrylamide gel containing 0.3 % oyster glycogen (Sigma). After migration, the gel was 872 
incubated overnight at room temperature in synthase incubation buffer containing 2.4 mM 873 
ADP-glucose. Starch synthase activities were visualized as brown bands after iodine staining. 874 
 875 

Figure 6: Zymogram revealing PII1-H2-H3 effect on SS4-349 starch synthase activity. A) 876 
175 or 350 µg of total soluble protein extract of BL21 (DE3) and BL21 (DE3) expressing SS4-877 

349 or PII1-H2-H3 were loaded onto a 10 % non-denaturing acrylamide gel containing 0.3 % 878 
oyster glycogen (Sigma). After migration, the gel on the left was incubated overnight at room 879 
temperature in synthase incubation buffer containing 2.4 mM ADP-glucose and the gel on 880 
the right in synthase incubation buffer without ADP-glucose. Starch synthase activities were 881 
visualized as brown bands after iodine staining. B) Zymogram analyzing the effect of BSA on 882 

SS4-349 activity.  883 
 884 
Supplementary Figure 1: Primary structure alignment of AtPii1 with plant orthologs A) 885 
Sequence alignment of AtPII1 with all the analyzed orthologs B) sequence alignment of 886 
AtPII1 orthologs except ortholog from Seratia italica 887 
 888 

Supplementary Figure 2: AlphaFold models of dimeric SS4 and SS4-349 A) structure of SS4 889 

B) and SS4-349.  regions with pLDDT > 90 are colored navy blue, regions with 90 >pLDDT > 890 
70 are colored cyan, regions with 70 >pLDDT > are colored yellow and 50 pLDDT < 50 are 891 

colored orange. C) PAE matrix for SS4 D) and SS4-349. E) Dimeric organization of SS4 and F) 892 

SS4-349. Only the catalytic and dimerization domains of each monomer are represented. 893 
One monomer is represented as green cartoon and the second is represented as red 894 
molecular surface. 895 
 896 
Supplementary Figure 3: Structural analysis of the N-terminal tetracoil regions of SS4 and 897 

SS4-349 dimers A) In SS4, the two cc3/cc4 helices forming a central dimeric coiled-coil are 898 
represented as surface potential and the cc1-cc2 helices that are supercoiled around are 899 

represented as cartoon. B) In SS4-349 dimers, the cc3 and cc4 regions form distinct helices 900 
forming an antiparallel cc that assembles with the cc3/cc4 region of the second molecule. 901 
The cc3 and CC4 helices of one monomer are represented in surface potential whereas the 902 
cc3 and cc4 helices of the second monomer are represented in cartoon. 903 
 904 
Supplementary Figure 4: AlphaFold models of SS5 dimers A) Structure of SS5, regions with 905 
pLDDT > 90 are colored navy blue, regions with 90 >pLDDT > 70 are colored cyan, regions 906 
with 70 >pLDDT > are colored yellow and 50 pLDDT < 50 are colored orange. B) PAE matrix 907 
for SS5 dimer C) structural organization of SS5. Only one monomer is colored (GT5 domain in 908 
red, dimerization domain in green, the helix (439-460 in cyan). The second monomer is 909 
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colored gray D) Dimeric organization of SS5. Only the GT5 and dimerization domains of each 910 
monomer are represented. One monomer is represented as green cartoon and the second is 911 
represented as red molecular surface. E) Structure superposition of the GT5 and dimerization 912 
domains of SS5 (in purple) and SS4 (in green for GT5 and orange for the dimerization domain 913 
and the C-terminal helix of GT1). 914 
 915 
Supplementary Figure 5: SDS-PAGE showing expression and solubility of PII1-H2-H3 and 916 

SS4-349. Crude bacterial extracts before induction (0), after induction (I) and soluble 917 
fractions (S) have been loaded on a 10% SDS-PAGE. Migration bands of PII1-H2-H3 and SS4-918 

349 are indicated by green and black arrows respectively. 919 
 920 

Supplementary Figure 6: Influence of SS4-350 / PII1-H2-H3 ratio on SS4 elongation 921 

activity. A) SDS-PAGE loaded with different quantities (in µg) of SS4-350 (in black) and PII1-922 
H2-H3. (in green) bacterial soluble extract. B) Zymogram revealing the effect of increasing 923 

amounts of PII1-H2-H3 on SS4-349 starch synthase activity.  924 
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Figure 1: Molecular structure of PII1. The structures are represented in cartoon A) AlphaFold3 model of PII1, regions with pLDDT > 90
are colored navy blue, regions with 90 >pLDDT > 70 are colored cyan, , regions with pLDDT < 70 are colored yellow and orange. The 
six helices of the model are labeled H1 to H6 from the N-terminal end of the protein. B) PAE matrix of the model, the region 
corresponding to the six helices are labeled. C) potential surface of the coiled-coiled region (H2-h3) of PII1, the positive and negative 
charges at the surface are colored blue and red respectively. The hydrophobic side chains of amino acids involved in the coiled-coil 
stabilization are shown in black sticks.
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Figure 4: Purification and SR-CD analysis of PII1-H2-H3 A) SDS-PAGE of the protein sample of PII1-H2-H3 after purification, 
used for SR-CD experiments. B) SR-CD spectrum of  PII1-H2-H3 C) SR-CD spectra of PII1-H2-H3 at different concentrations of 
TFE. The color code used for spectra in function of TFE concentration are indicated. 



kDa

70

95

55

43

34

Figure 5

A B

BL2
1

SS
4-D

34
9

SS
4-D

34
9

Figure 5: Purification and characterization of starch synthase activity of SS4-D349. A) SDS-PAGE of the protein sample of SS4-D349
after purification B) Zymmogram revealing the elongation function of SS4-D349. 150 µg of total soluble protein extract of BL21 (DE3)
and BL21 (DE3) expressing SS4-D349 were loaded onto a 10 % non-denaturing acrylamide gel containing 0.3 % oyster glycogen
(Sigma). After migration, the gel was incubated overnight at room temperature in synthase incubation buffer containing 2.4 mM ADP-
glucose. Starch synthase activities were visualized as brown bands after iodine staining.
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Figure 6: Zymmogram revealing PII1-H2-H3 effect on SS4-D349 starch synthase activity. A) 175 or 350 µg of total soluble
protein extract of BL21 (DE3) and BL21 (DE3) expressing SS4-D349 or PII1-H2-H3 were loaded onto a 10 % non-denaturing
acrylamide gel containing 0.3 % oyster glycogen (Sigma). After migration, the gel on the left was incubated overnight at
room temperature in synthase incubation buffer containing 2.4 mM ADP-glucose and the gel on the right in synthase
incubation buffer without ADP-glucose. Starch synthase activities were visualized as brown bands after iodine staining. B) 
Zymmogram analyzing the effect of BSA on SS4-D349 activity. 



Sequence ID Start Alignment End Organism
1 86580075070065060055050045040035030025020015010050

Query_5744972 (+) 1 783
Query_5744981 (+) 1 778
Query_5744991 (+) 1 788
Query_5744992 (+) 1 776
Query_5744976 (+) 1 771
Query_5744983 (+) 1 771
Query_5744987 (+) 1 784
Query_5744985 (+) 1 773
Query_5744979 (+) 1 776
Query_5744990 (+) 1 771
Query_5744998 (+) 1 817
Query_5745000 (+) 1 774
Query_5744988 (+) 1 766
Query_5744977 (+) 1 777
Query_5744978 (+) 1 774
Query_5744995 (+) 1 770
Query_5744980 (+) 1 718
Query_5744996 (+) 1 770
Query_5744986 (+) 1 755
Query_5744975 (+) 1 730
Query_5744982 (+) 1 748
Query_5744973 (+) 1 800
Query_5744984 (+) 1 729
Query_5744974 (+) 1 780
Query_5744997 (+) 1 774
Query_5745001 (+) 1 771
Query_5744989 (+) 1 763
Query_5744999 (+) 1 773
Query_5744994 (+) 1 492

NCBI Multiple Sequence Alignment Viewer, Version 1.25.0

Sequence ID Start Alignment End Organism
1 87580075070065060055050045040035030025020015010050

Query_505970 (+) 1 783
Query_505979 (+) 1 778
Query_505989 (+) 1 788
Query_505990 (+) 1 776
Query_505974 (+) 1 771
Query_505981 (+) 1 771
Query_505985 (+) 1 784
Query_505983 (+) 1 773
Query_505977 (+) 1 776
Query_505988 (+) 1 771
Query_505994 (+) 1 817
Query_505996 (+) 1 774
Query_505986 (+) 1 766
Query_505975 (+) 1 777
Query_505976 (+) 1 774
Query_505991 (+) 1 770
Query_505978 (+) 1 718
Query_505992 (+) 1 770
Query_505984 (+) 1 755
Query_505973 (+) 1 730
Query_505980 (+) 1 748
Query_505971 (+) 1 800
Query_505982 (+) 1 729
Query_505972 (+) 1 780
Query_505993 (+) 1 774
Query_505997 (+) 1 771
Query_505987 (+) 1 763
Query_505995 (+) 1 773

NCBI Multiple Sequence Alignment Viewer, Version 1.25.2

Arabidopsis thaliana
Gossypium hirsutum

Prunus persica
Ricinus communis
Citrus sinensis

Juglans regia
Nelumbo nucifera

Manihot esculenta
Eucalyptus grandis

Populus trichocarpa
Theobroma cacao
Vitis vinifera

Nicotiana tabacum
Cucumis sativus

Erythranthe guttata
Solanum tuberosum

Glycine max
Solanum lycopersicum
Medicago truncatula

Capsicum annuum
Helianthus annuus

Amborella trichopoda
Lactuca sativa

Brachypodium distachyon
Sorghum bicolor

Zea mays
Oryza sativa

Triticum aestivum
Setaria italica
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Supplementary Figure 1:
Primary structure alignment of AtPII1 
with plant orthologs A) Sequence 
alignment of AtPII1 with all the analysed 
orthologs B) sequence alignment of 
AtPII1 orthologs except ortholog from  
Seratia italica
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Supplementary Figure 2: AlphaFold models of dimeric SS4 and SS4-D349 A) structure of SS4 B) and SS4-D349.  regions 
with pLDDT > 90 are colored navy blue, regions with 90 >pLDDT > 70 are colored cyan, regions with 70 >pLDDT > are 
colored yellow and 50 pLDDT < 50 are colored orange. C) PAE matrix for SS4 D) and SS4-D349. E) Dimeric organization of 
SS4 and F) SS4-D349. Only the catalytic and dimerization domains of each monomer are represented. One monomer is 
represented as green cartoon and the second is represented as red molecular surface.



Supplementary Figure 3
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Supplementary Figure 3: Structural analysis of the N-terminal tetracoil regions of SS4 and SS4-D349
dimers A) In SS4, the two cc3/cc4 helices forming a central dimeric coiled-coil are represented as
surface potential and the cc1-cc2 helices that are supercoiled around are represented as cartoon. B)
In SS4-D349 dimers, the cc3 and cc4 regions form distinct helices forming an antiparallel cc that
assembles with the cc3/cc4 region of the second molecule. The cc3 and CC4 helices of one
monomer are represented in surface potential whereas the cc3 and cc4 helices of the second
monomer are represented in cartoon.
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Supplementary Figure 4: AlphaFold models of SS5 dimers A) structure of SS5, regions with pLDDT > 90 are colored navy blue, regions with 90 >pLDDT > 70 are colored cyan, regions with
70 >pLDDT > are colored yellow and 50 pLDDT < 50 are coloured orange. B) PAE matrix for SS5 dimer C) structural organization of SS5. Only one monomer is colored (GT5 domain in red, 
dimerization domain in green, the helix (439-460 in cyan). The second monomer is coloured gray. D) Dimeric organization of SS5. Only the GT5 and dimerization domains of each monomer
are represented. One monomer is represented as green cartoon and the second is represented as red molecular surface. E) Structure superposition of the GT5 and dimerization domains of
SS5 (in purple) and SS4 (in green for GT5 and orange for the dimerization domain and the C-terminal helix of GT1)
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Supplementary Figure 5: SDS-PAGE showing expression and solubility of PII1-H2-H3 and SS4-D349. Crude
bacterial extracts before induction (0), after induction (I) and soluble fractions (S) have been loaded on a
10% SDS-PAGE. Migration bands of PII1-H2-H3 and SS4-D34 are indicated by green and black arrows
respectively
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Supplementary Figure 6: Influence of  SS4-D350 / PII1-H2-H3 ratio on SS4 elongation activity A) SDS-PAGE loaded with
different quantities (in µg) of SS4-D350 (in black) and PII1-H2-H3 (in green) bacterial soluble extract. B) Zymmogram 
revealing the effect of increasing amounts of PII1-H2-H3 on SS4-D349 starch synthase activity.
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Abstract
Starch is the major energy storage compound in plants. Both transient starch and long-lasting storage starch accumulate in the 
form of insoluble, partly crystalline granules. The structure of these granules is related to the structure of the branched polymer 
amylopectin: linear chains of glucose units organized in double helices that align to form semicrystalline lamellae, with branch-
ing points located in amorphous regions between them. EARLY STARVATION 1 (ESV1) and LIKE EARLY STARVATION 1 
(LESV) proteins are involved in the maintenance of starch granule structure and in the phase transition of amylopectin, respect-
ively, in Arabidopsis (Arabidopsis thaliana). These proteins contain a conserved tryptophan-rich C-terminal domain folded into 
an antiparallel β-sheet, likely responsible for binding of the proteins to starch, and different N-terminal domains whose struc-
ture and function are unknown. In this work, we combined biochemical and biophysical approaches to analyze the structures 
of LESV and ESV1 and their interactions with the different starch polyglucans. We determined that both proteins interact with 
amylopectin but not with amylose and that only LESV is capable of interacting with amylopectin during starch biosynthesis. 
While the C-terminal domain interacts with amylopectin in its semicrystalline form, the N-terminal domain of LESV undergoes 
induced conformational changes that are probably involved in its specific function of mediating glucan phase transition. These 
results clarify the specific mechanism of action of these 2 proteins in the biosynthesis of starch granules.
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Introduction
In plants, starch accumulates as water–insoluble, partly crys-
talline granules. In leaves, transitory starch accumulates in 
chloroplasts during the day and is used as carbon and energy 
source during the night. In heterotrophic tissues, storage 
starch accumulates over longer time frames and fuels ger-
mination or seasonal regrowth. Starch granules are made 
up of 2 polymers of glucose residues, namely amylose and 
amylopectin, that adopt different 3-dimensional (3D) 
structures (for review (Pfister and Zeeman 2016)) and 
have different physicochemical properties. They are 
organized as α-1,4-glucans linked one to another by 

α-1,6-bonds (= branching points). The major polyglucan of 
starch is amylopectin (70% to 80% of the starch content) 
which is organized by alternating regions containing linear 
chains or branching points, while amylose is poorly branched 
(<1% α-1,6 bonds) (Pérez and Bertoft 2010; Pfister and 
Zeeman 2016).

Amylopectin is synthesized by the concerted activities of 
soluble starch synthases (SSs), starch branching enzymes 
(SBEs), and starch debranching enzymes (SDBEs) acting inde-
pendently or in concert, in particular by forming transient 
complexes during the various stages of biosynthesis (Crofts 
et al. 2015). Soluble SSs transfer the glucose residue of 
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ADP-glucose (the precursor molecule) to the nonreducing 
end of an elongating glucan (Larson et al. 2016; Xie et al. 
2018). Branching points are introduced by SBEs which cleave 
an α-1,4 bond of a preexisting glucan and transfer the 
malto-oligosaccharide located toward the nonreducing end 
onto a neighboring glucan or onto another part of the 
cleaved glucan, forming an α-1,6 bond (Sawada et al. 2014). 
The isoamylase class (ISA1) of DBEs are involved in the syn-
thesis of amylopectin by hydrolyzing the excess and incor-
rectly positioned α-1,6 bonds of the nascent, soluble 
amylopectin molecule to optimize the branching pattern 
and facilitate amylopectin crystallization (Ball et al. 1996; 
Myers et al. 2000; Delatte et al. 2005; Wattebled et al. 
2005). The inactivation of ISA1 in the plant induces the accu-
mulation of phytoglycogen (an abnormal soluble glucan so- 
called because of some similarity to glycogen structure) and 
alters the structure of the residual insoluble starch, which de-
pends on the pattern of branching points and linear chains 
(Zeeman et al. 1998; Delatte et al. 2005; Wattebled et al. 
2005; Pfister et al. 2014). Prior to the discovery of LESV and 
while certain forms of insoluble altered amylopectin are 
still present in the isa1 mutant plants, it was widely assumed 
that the starch granule matrix formation involves self- 
organization physical process events during the early stages 
of granule formation (Waight et al. 2000; Ziegler et al. 
2005) following the action of ISA1 (Zeeman et al. 1998; 
Delatte et al. 2005; Wattebled et al. 2005; Streb et al. 2008).

Within amylopectin, the entwining of adjacent chains into 
double helices gives rise to both secondary and tertiary struc-
tures of the molecules. These structures align and pack into 
dense, crystalline lamellae, which alternate with amorphous 
lamellae that contain most branching points and chain seg-
ments connecting the crystalline lamellae. The resulting 
regular alternating pattern of crystalline and amorphous 
layers is a feature of all wild-type starches and is believed 
to underlie the frequently observed 9 to 10 nm repeat struc-
ture (Buleon et al. 1998).

EARLY STARVATION 1 (ESV1) and LIKE EARLY 
STARVATION 1 (LESV) have been described to be involved 
in starch granule stabilization and phase transition of amylo-
pectin molecules from soluble to crystalline form in starch 
granules, respectively (Feike et al. 2016; Liu et al. 2023). 
ESV1 and LESV were discovered in starch from Arabidopsis 
leaves and potato (Solanum tuberosum) tuber, but the genes 
are conserved across the plant kingdom and the orthologous 
proteins were present in starches of cassava, maize, and rice 
(Feike et al. 2016; Helle et al. 2018). The implication of ESV1 
and LESV in starch metabolism has been demonstrated after 
the analysis of KO mutant lines of Arabidopsis in which the 
starch phenotype has been specifically altered (Feike et al. 
2016; Liu et al. 2023). Mutant esv1 plants show a phenotype 
in which the diel cycle of transitory starch metabolism is al-
tered and carbon reserves are abnormally exhausted too 
early before dawn. In contrast, mutant lesv plants accumulate 
phytoglycogen beside insoluble starch granules, especially 
when initiating starch synthesis de novo. Complementation 

experiments have shown that overexpression of LESV in 
ISA1-deficient plants or yeast (Saccharomyces cerevisiae) cells 
induces the phase transition of amylopectin, even though it 
has not been subjected to the action of DBEs. Overexpression 
of ESV1 in an ISA1-deficient background, while inducing the 
production of minute amounts of insoluble glucans, is not as 
effective as LESV. However, ESV1 overexpression in a wild- 
type background induces a high accumulation of insoluble 
starch. These results have been interpreted to mean that 
LESV is involved in the phase transition of amylopectin, while 
ESV1 stabilizes starch granules, protecting them from prema-
ture digestion (Liu et al. 2023).

Protein sequence analysis of ESV1 and LESV failed to iden-
tify already known catalytic or functional domains (Feike 
et al. 2016). ESV1 and LESV share a conserved domain of 
about 240 amino acids located at their C-termini. Their 
N-terminal regions are of different lengths (130 amino acids 
in ESV1 and 304 in LESV including the plastid localization sig-
nal peptide) and do not share sequence homology to each 
other. The C-terminal domains contain numerous trypto-
phan and aromatic amino acid residues organized in con-
served repeated motifs also containing acidic amino acids, 
i.e. aspartic acid and glutamic acid residues. The presence 
of these repeated motifs could constitute binding sites for 
numerous glucans or mediate interaction with long glucans 
such as starch components (Feike et al. 2016). Both proteins 
were recently investigated by a combination of structural 
and functional studies (Liu et al. 2023). The structures of 
ESV1 and LESV were modeled using AlphaFold2 (Jumper 
et al. 2021), complemented by biophysical approaches (Liu 
et al. 2023). The results showed a unique and common fold 
for the conserved C-terminal domain. The tryptophan-rich 
regions of both ESV1 and LESV proteins have been predicted 
with high confidence, to fold into an extended planar 
β-sheet. Localizing the conserved motifs of aromatic and 
acidic residues within these predicted structures revealed 
that they align into linear stripes regularly spaced and run-
ning across both sides of the β-sheet, perpendicular to the 
β-strands. The aromatic stripes are about 70 Å long, and dis-
tance between them is about 14 Å, which corresponds well 
to the lengths and spacing, respectively, of the double helices 
of amylopectin in the crystalline phase of starch granules 
(Buleon et al. 1998). It has been proposed that this domain 
constitutes a previously uncharacterized carbohydrate bind-
ing surface capable of binding at least 2 double helices of 
amylopectin molecule on each side of the β-sheet. 
Synthetic biology approaches in yeast and in vivo experi-
ments in Arabidopsis provide direct evidence that LESV is dir-
ectly involved in promoting the phase transition of 
amylopectin. To do that, the described carbohydrate binding 
surface would allow LESV to bind several double helices of 
amylopectin, thereby promoting their organization and tran-
sition from a soluble to a crystalline phase. This domain 
would allow ESV1 to maintain the organization of glucans 
in newly formed granules and to limit their enzymatic 
degradation during the daytime phase (Liu et al. 2023). 
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Thus, while the 2 proteins share a domain that enables them 
to bind to ordered double helices of amylopectin, they ap-
pear to have different functional roles in the cell. Their 
N-terminal domains, which are not conserved and whose 
structure is unknown, could be at the origin of these differ-
ences and may modulate polyglucan binding or interactions 
with other protein partners during starch biosynthesis.

Interestingly, in vitro studies of the affinity of the 2 proteins 
for starch polyglucans have suggested that ESV1 interacts 
with amylopectin but not LESV, which binds only amylose 
(Malinova et al. 2018; Singh et al. 2022). This latter result is 
inconsistent with the results of Liu et al. (Liu et al. 2023) 
which show that LESV intervenes in the structuring of amylo-
pectin molecules to form starch granules and should be able 
to interact with amylopectin. In an attempt to resolve this 
ambiguity and further elucidate the mechanism of action 
of these proteins, we studied in the interaction of ESV1 
and LESV with α-polyglucans using a combination of bio-
chemical, biophysical, and structural approaches. Our aim 
was first to determine the affinity of the 2 proteins for the 
different polyglucans and to identify differences that would 
allow to clarify their function in the plant. As the 
N-terminal domains of ESV1 and LESV may be involved in 
the function of each of the 2 proteins, we also carried out 
a structural and biophysical study to analyze their potential 
involvement in the interaction with polyglucans. Our results 
show that ESV1 and LESV both interact with amylopectin 
but not with amylose. They further show that this interaction 
involves conformational changes in the N-terminal domain 
of LESV. Thus, this domain is also likely involved in the spe-
cific recognition of amylopectin by LESV during starch bio-
synthesis, supporting the idea that it acts upstream of 
ESV1 in the pathway.

Results
The N-terminal domain of LESV contains helices 
whose folding and position depend on protein 
environment
C-terminal domain shared by ESV1 and LESV has an original 
structure that exhibits the characteristics required for the 
binding of long polyglucan chains (Liu et al. 2023). 
However, both proteins have an N-terminal domain, longer 
in LESV, whose function is not yet defined and for which 
AlphaFold2 does not have a reliable structure prediction.

To go beyond the AlphaFold2 models available for LESV 
and ESV1, we recalculated a set of 5 AlphaFold2 models for 
both proteins. Specifically, we calculated in-house the tem-
plates for the constructs used in the CD and SAXS experi-
ments (Liu et al. 2023). The predicted regions with a high 
degree of confidence (pLDDT > 90) for ESV1 (amino acids 
from 142 to 395) and LESV (amino acids from 318 to 573) re-
main identical in the 5 models (Liu et al. 2023) (Fig. 1A) which 
suggests a high stability for this domain. In these models, we 
were interested in the predicted structures of the less 

conserved domains. The regions close to the C-terminal 
β-sheet of ESV1 (46 amino acid residues at the N-terminus 
and the polyproline region at the C-terminus), which are 
poorly conserved between species, are predicted to be disor-
dered. In the C-terminal region of the β-sheet, located on one 
of its faces (Face A; Fig. 2), a short α-helical region (residues 
378 to 395) is predicted with a high degree of confidence 
for its structure and position relative to the β-sheet. This he-
lix is also present in LESV (residues 555 to 578) with the same 
degree of confidence.

The structure of the N-terminal region of LESV is predicted 
with low to very low confidence. However, it has been shown 
that 3 helical regions located in an island of conservation are 
predicted with pLDDT > 70 (Liu et al. 2023). Only one of 
these forms a long helix (residues 245 to 273) whose position 
relative to the β-sheet is predicted with high confidence on 
the Face A of the β-sheet (Fig. 1A). It is predicted with the 
same confidence in all models generated by AlphaFold2, 
but its position may vary from one model to another, sug-
gesting that it may be modified according to the protein’s en-
vironment. For other helices, although predicted with 
pLDDT > 70, their size and positions are not equivalent be-
tween models. This result indicates that the N-terminal do-
main of LESV is probably mainly disordered and susceptible 
to induced helix folding depending upon the conditions.

We analyzed the structure of the Face A of the β-sheet of 
ESV1 in the region equivalent to that occupied by helix 245 
to 273 on LESV (Fig. 2). AlphaFold2 does not predict a long 
helix at this location but a loop (amino acids 109 to 138) 
with a pLDDT > 70 and an expected positional error < 3 Å 
(Fig. 2). The helix in LESV and loop in ESV1 are stabilized 
by numerous interactions with the amino acids of the 
β-sheet in both proteins, including some of the conserved 
aromatic and acidic residues that cover half the height of 
the sheet. These 2 structures are located on the same side 
of the β-sheet as the short, C-terminal helices conserved in 
both proteins. Their presence in this configuration is not 
compatible with the binding of the amylopectin double heli-
ces, potentially resulting in a polarity in the glucan-binding 
domain: one side is accessible, and the other is not.

The N-terminal domain of LESV is partially 
disordered and folds close to the tryptophan-rich 
domain
The 2 proteins have different functions within the plant, and 
we hypothesized that this difference might be related to their 
differing N-terminal domains. These domains are predicted 
to have rather dynamic structures—a property incompatible 
with structural analysis by X-ray crystallography. Therefore, 
we investigated their structures using a combination of 
more appropriate biophysical approaches such as circular di-
chroism and SAXS.

Small angle X-ray scattering (SAXS) is an X-ray scattering 
approach for proteins in solution. While this approach does 
not provide high-resolution structure, it allows the analysis 
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of the molecular envelope and the position of protein do-
mains in relation to each other. If the structure of 1 domain 
is known, it can be used to position and model ab initio the 
structure of the missing part, which can be crucial in studying 
the function of a dynamically structured protein. We used 
SAXS to analyze the structure and position of the 
N-terminal domain of LESV, as that of ESV1 is extremely short.

In order to visualize and localize the N-terminal domain of 
LESV, we performed an ab initio modeling based on the struc-
ture of the high-resolution C-terminal domain model given 
by AlphaFold2 and the SAXS data (Liu et al. 2023). The result 
obtained for LESV is shown in Fig. 1B. The obtained model, 
which fits the SAXS data with a high degree of confidence 
( χ2 = 3.8) (Fig. 1C), shows that the end of the C- and 
N-terminal domains (between 50 and 80 residues) is rather 
disordered and emerges from the overall structure, while 
the rest of the domain is organized around or close to 
the β-sheet. The presence of this domain around, or at least 
close to, the β-sheet is likely to affect glucan binding and 
could contribute to the differences in function between 
the 2 proteins described in Liu et al. (2023).

ESV1 and LESV interact differently with α-1,4-linked 
glucose polymers
The structural polydispersity of amylose and amylopectin so-
lutions, as well as their high viscosity, precluded their use in 

conventional structural biology approaches (SAXS or X-ray 
crystallography) or SPR. To clarify the specificities of ESV1 
and LESV and their interaction with starch glucans, we per-
formed electromobility shift assay (EMSA) experiments 
which are better suited to the biochemical properties of 
glucans. EMSA is a rapid and sensitive method to detect 
protein–glucan interactions. It is based on the observation 
that the electrophoretic mobility of a protein can be re-
tarded in polyacrylamide gels containing increasing concen-
trations of a ligand, leading to a shift in the position of the 
protein band. In case of specific affinity, the intensity of 
this shift will be proportional to the concentration of glucan 
in the gel. First, we followed the influence of increasing 
concentrations of amylose or amylopectin on the electro-
phoretic mobility of LESV and ESV1 (Fig. 3). On native poly-
acrylamide gels containing 0.1% and 0.3% (w/v) amylopectin, 
both ESV1 and LESV show a large reduction in mobility 
which increased with amylopectin concentration (Fig. 3A), 
demonstrating a strong affinity of the 2 proteins for this 
polysaccharide.

In contrast, no electrophoretic mobility differences were 
found for LESV and ESV1 in native gels containing amylose 
in the same concentration range, suggesting that LESV and 
ESV1 have no affinity for amylose under the tested condi-
tions (Fig. 3B). Amylose contains longer chains than amylo-
pectin and much fewer branching points. Next, we decided 
to test the affinity of LESV and ESV1 for glycogen (a highly 

Figure 1. Structure of LESV of A. thaliana. The structure is represented in cartoon. A) Superposition of the 5 molecular models of LESV calculated 
with AlphaFold2. Only regions with pLDDT > 70 are shown except for the first model for which unfolded parts are visible. Regions common to all 5 
models with pLDDT > 90 are colored dark gray. The helices of the 5 models are colored in light gray, salmon, cyan, yellow, and green. The common 
helix with ESV1 is on the left, and the long helix specific for LESV is on the right. B) Ab initio model of the N-terminal domain of LESV computed from 
SAXS data using the software BUNCH. The conserved C-terminal domain is represented as cartoon and the N-terminal domain model is represented 
as spheres (one sphere by amino acid residue). C) Superposition of SAXS experimental data obtained for LESV (cyan) and calculated curve from 
BUNCH model (black and smoth line) with χ2 = 3.8 Å.
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branched α-linked glucans) (Fig. 3C). Two different final con-
centrations of glycogen (0.25% and 1% w/v) were added to 
8% (w/v) acrylamide native gels. A shift to lower mobility 
of the LESV protein band was observed in the gel containing 
0.25% (w/v) glycogen compared with the reference protein 
band. This shift is accentuated when the glycogen concentra-
tion is increased, suggesting here again that LESV has specific af-
finity for this branched glucan. Interestingly, ESV1 did not show 
any change in its electrophoretic mobility in the presence of 
glycogen, eliminating a potential affinity of ESV1 for glycogen.

Binding of amylopectin to LESV causes α-helices to 
appear in the N-terminal domain of the protein
In order to better characterize the mode of interaction of 
ESV1 and LESV with glucans and the role of N-terminal do-
mains and to highlight conformational changes of the pro-
teins’ structure during complex formation, we performed 
an Synchrotron radiation circular dichroism (SR-CD) study. 
CD is the method of choice for analyzing the structure of a 
protein by visualizing its content in secondary structural ele-
ments. It also allows the study of interactions between pro-
teins and their ligands, especially when the latter leads to 
protein structural changes. SR-CD extends the limits of 

typical CD spectroscopy by providing an extended spectral 
range, improving signal-to-noise ratio and enabling faster 
data acquisition (Hussain et al. 2012; Hussain et al. 2018). 
Quantitative analysis of CD spectra also makes it possible 
to predict the secondary structure content of a protein.

We compared the spectra obtained for the proteins alone 
and in the presence of amylopectin and amylose as the latter 
does not interact with the proteins. The CD spectra of both 
proteins alone have been described in Liu et al. (2023) and 
show that they are structured albeit with differences in the 
secondary structure composition (Figs. 4 and 5). For ESV1, 
the pattern of CD spectra corresponds to a folded protein 
with a strong positive band at λ = 196 nm and only 1 nega-
tive band at λ = 220 nm, which are characteristic of proteins 
containing mainly β-strands/sheets. For LESV, the pattern of 
the spectrum reveals a global folding of β-strands and 
α-helices. Indeed, the LESV CD spectrum shows a strong max-
imum at λ = 192 nm and a minimum at λ = 216 nm, which 
are the signature of the presence of β-structures, but unlike 
ESV1, the spectrum also shows 2 shoulders at λ = 210 and 
λ = 222 nm, which is evidence for the additional presence 
of α-helices (Liu et al. 2023).

To analyze the structural effect of interactions between the 
ESV1 and LESV proteins and amylopectin, solutions of each 

Figure 2. Structure of C-terminal domains of LESV and ESV1. A) Conserved structural motifs on Face A of LESV and B) ESV1. The structures are 
represented as cartoon, the common β-sheet is colored in magenta, the common C-terminal helix is on the left of the figures (left panel) or in the 
foreground (right panel) colored in cyan, and the long helix of LESV (A) and the long loop of ESV1 (B) are colored in yellow. The right panel is another 
view of the left panel after a rotation of 90° along the y axis.
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protein were mixed with 1% (w/v) amylose or 1% (w/v) 
amylopectin solutions prior to measurement. For each spec-
trum, the composition of the secondary structure elements 
was determined using BestSel (Micsonai et al. 2015). The va-
lues obtained were compared with those obtained for the 
proteins alone.

Figure 4 shows the superposition of the spectra of ESV1 
alone and added to amylopectin or amylose solutions. 

The analysis shows broadly equivalent spectra for ESV1 in 
the presence of amylose or amylopectin, with a degree of 
structuring that appears to be slightly lower for the protein 
alone. Analysis of the composition of secondary structural 
elements has been performed using BestSel (Fig. 4, inset). 
BestSel is a tool that allows the secondary structure deter-
mination and fold recognition from protein circular dichro-
ism spectra. It indicates an equivalent composition for 

Figure 3. EMSA gels analyzing the interaction between ESV1 or LESV and starch glucans. A) Interaction with amylopectin, B) interaction with amyl-
ose, and C) interaction with glycogen. Blue, red, and yellow arrows indicate the bands corresponding to the reference protein, ESV1 and LESV, 
respectively. The migration shift is indicated by a black arrow.

Figure 4. SR-CD spectra for ESV1 alone (gray) and in the presence of amylopectin (red) or amylose (blue). The composition in secondary structural 
elements evaluated by BestSel is in inset. NRMSD is the normalized root mean square deviation.

1856 | PLANT PHYSIOLOGY 2024: 195; 1851–1865                                                                                                         Osman et al.

D
ow

nloaded from
 https://academ

ic.oup.com
/plphys/article/195/3/1851/7640812 by C

N
R

S user on 01 July 2024



ESV1 alone or in the presence of amylose and a slight reduc-
tion or modification of some strands and α-helices when the 
protein is in the presence of amylopectin. This result indi-
cates that ESV1 interacts with amylopectin without undergo-
ing conformational changes in the protein. This result 
demonstrates that the C-terminal domain, which constitutes 
the vast majority of ESV1, does not undergo a conformation-
al change following interaction with amylopectin.

The same analysis was performed for LESV (Fig. 5). The 
spectrum obtained for the LESV/amylopectin mixture shows 
peaks of much higher magnitude than those obtained for the 
protein alone or in the presence of amylose. The positive 
peak at λ = 192 nm has a magnitude 60% higher than that 
of the protein alone, indicating a higher structuring of the 
protein. At λ = 208 and λ = 215 nm, the molar ellipticity va-
lues indicating the presence of α and β structures are 50% 
lower than those observed for the protein alone or in the 
presence of amylose. More interestingly, the molar ellipticity 
at λ = 222 nm, indicating the presence of α-helices, is much 
lower (70%) than that observed for the protein alone or in 
the presence of amylose. This result shows that the binding 
of amylopectin induces a conformational change of LESV 
notably through the formation of additional α-helices 
upon binding of amylopectin.

To identify and quantify the conformational changes 
undergone by LESV in the presence of amylose and amylo-
pectin, the composition of the secondary structural elements 
was analyzed using BestSel (Micsonai et al. 2015). The results 
(Fig. 5, inset) confirm the analysis of the CD spectra: the com-
position of the β-strands and turns is equivalent whether 
LESV is alone or in the presence of amylose or amylopectin, 
likely indicating that the structure of the β-domain is not 
modified by the presence of polyglucans. The high conserva-
tion observed in the C-terminal domain of both LESV and 
ESV1 supports the hypothesis that the lack of conformation-
al change in the ESV1 C-terminal domain upon amylopectin 

binding confirms this hypothesis. A higher number of 
α-helices is observed when LESV is in the presence of amylo-
pectin. This confirms that LESV interaction with amylopectin 
induces the formation of α-helices, presumably within the 
N-terminal domain, with the structure of the C-terminal do-
main remaining unchanged.

The spectrum obtained for the LESV/amylose mixture had 
a broadly similar appearance to that of LESV alone, with 
peaks of slightly lower magnitude confirming EMSA experi-
ments showing no affinity for this glucan. LESV in the pres-
ence of amylose seems to have a slightly lower number of 
α-helices and strands than the protein alone. This result sug-
gests that although LESV does not interact with amylose, the 
presence of high amounts of amylose may slightly modify the 
behavior of the protein in solution.

Amylopectin binding affects the melting temperature 
(TM) of LESV but not that of ESV1
Enhanced detection of ligand binding can be achieved 
through thermal denaturation studies monitored by 
SR-CD. This method is more sensitive than simple spectral 
differences as it can detect interactions that do not induce 
structural modifications of the proteins. The experiment 
involves measuring the CD spectrum of proteins at differ-
ent temperatures alone or in the presence of ligand. 
Increasing the temperature causes progressive denatur-
ation of the protein and therefore a change in the molar 
elipticity. These changes can be used to monitor denatur-
ation at a given wavelength and estimate the mixing tem-
perature (TM). As the presence of a ligand generally tends 
to stabilize the protein, its TM will be higher in the pres-
ence of the ligand.

The CD signal variation was measured as a function of the 
temperature for both proteins, alone and in the presence of 
amylopectin, under the same conditions as for the spectra at 

Figure 5. SR-CD spectra for LESV alone (gray) and in the presence of amylopectin (red) or amylose (blue). The composition in secondary structural 
elements evaluated by BestSel is in inset. NRMSD is the normalized root mean square deviation.
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constant temperature. Figure 6, A to D, present the different 
spectra obtained for LESV and ESV1 during the temperature 
gradient. To assess the impact of the presence of amylopectin 
on LESV and ESV1 stability, we measured the TM of the mix-
tures by monitoring the molar ellipticity evolution as a func-
tion of temperature at λ = 195 and λ = 190 nm, respectively. 
The curves obtained have been normalized and are pre-
sented in Fig. 6, E and F. The experiment shows that the de-
naturation of LESV is slowed down in the presence of 
amylopectin as the TM increases dramatically from 55° to 
65°. Thus, the presence of amylopectin stabilizes LESV, attest-
ing to a strong interaction. The denaturation curves for ESV1 
show the same pattern and can be overlaid with an inferred 
TM of about 50°C for ESV1. Therefore, in contrast to LESV, 

the binding of amylopectin does not affect the thermostabil-
ity of ESV1.

ESV1 and LESV accumulate on the entire surface of 
starch granules
Having demonstrated the interaction between ESV1 and 
LESV in solution, we investigated whether the proteins 
are also able to bind amylopectin in its insoluble form. 
To do that, the binding of ESV1 and LESV to starch granules 
was monitored by UV fluorescence microscopy. This ap-
proach visualizes proteins via the fluorescence of their aro-
matic residues without adding any external probe and has 
already been used to visualize proteins on starch granules 

Figure 6. Thermal denaturation of LESV and ESV1 followed by the variation of the SR-CD molar ellipticity in function of the temperature. Plots 
represent consecutive scans on the protein collected at a set of temperature between 20 and 90 °C colored in a gradient from dark blue (lowest 
temperature) to light blue (highest temperature) for A) LESV alone, B) LESV with amylopectin, C) ESV1 alone, and D) ESV1 with amylopectin. From 
these spectra, molar ellipticity at wavelength indicated by an arrow on the scans and molar ellipticity in function of the temperature have been used 
to monitor E) thermal denaturation of LESV followed at λ = 195 nm and F) thermal denaturation of ESV1 followed at λ = 190 nm. Curves corre-
sponding to proteins alone or combined with amylopectin are colored in gray and red, respectively.
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(Tawil et al. 2011). To visualize only ESV1 and LESV, we used 
starch granules from waxy maize that has no GBSS protein 
present in the starch granules (GBSS is the major granule- 
bound protein). Thus, the fluorescence of the granules could 
be distinguished from the fluorescence of the protein being 
studied (see Materials and methods). The measurement 
was carried out simultaneously in visible light, to visualize 
starch granules, and with excitation at λ = 310 nm, which al-
lows the tryptophan residues to be excited, to visualize pro-
teins (Fig. 7). The emission spectrum was obtained using a 
filter to select a wavelength range between 329 and 
351 nm which is specific to tryptophan residues. Two con-
trols were carried out, the first with starch granules alone 
to verify the absence of fluorescence and the second with 
starch granules incubated with BSA to verify the absence 
of unspecific protein binding. When starch granules were in-
cubated with ESV1 or LESV proteins, the tryptophan 

fluorescence images revealed a distinct halo over the surface 
of the starch granules, demonstrating the affinity of the pro-
teins for amylopectin in its insoluble, semicrystalline form. 
However, the intensity of the fluorescence seemed to be 
greater in the case of ESV1 particularly on larger granules. 
This could be interpreted as ESV1 having a greater affinity 
than LESV for amylopectin in its insoluble form.

The C-terminal tryptophan-rich domain of ESV1 
and LESV can bind 2 double helices of amylopectin 
(at least) on 1 face of the β-sheet
To gain more insight into the binding of ESV1 and LESV to 
insoluble amylopectin, we simulated the interaction between 
the C-terminal domain of the proteins and 2 double helices 
of amylopectin. To do this, we used the model of LESV con-
taining the β-sheet and the conserved and well-positioned 

Figure 7. Transmitted light and fluorescence imaging of maize waxy starch granules in the presence of ESV1 (top panel), LESV (medium panel), 
and BSA (low panel) as negative control. A) Visible light imaging, B) fluorescence images of ESV1 or LESV absorption on starch granules, and 
C) combination of visible light and fluorescence images. (scale bar for all images: 50 µm).
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α-helix described in Liu et al. (2023) and shown in Fig. 1. Since 
in both proteins one side of the C-terminal β-sheet may be 
partially obscured (by the long helix in LESV and the long 
loop in ESV1; Fig. 2), we only studied the interaction of 
amylopectin on the accessible side of the β-sheet. For the 
docking simulation, the parts of the N-terminal domain 
other than the conserved, well-positioned α-helix were 
omitted.

We first performed a docking calculation with 1 molecule 
of protein and 1 double helix of amylopectin centered on 1 
aromatic stripe of LESV on the accessible face of the 
β-sheet. We obtained a good solution in which the amylo-
pectin double helix binds the β-sheet, aligning well with 
the aromatic stripe. We repeated the same approach 
with the protein binding a second amylopectin double helix 
as the target centered on the second aromatic stripe. We 
again obtained a solution shown in Fig. 8. On this structure, 
2 double helices of amylopectin bind along the aromatic 
stripes and lie parallel to each other separated by 10 Å (be-
tween the axis of the double helices). This arrangement of 
the double helices in relation to each other corresponds to 
the arrangement of the amylopectin molecules described 
for starch (Imberty et al. 1988). This result suggests that 
the conserved C-terminal domain conserved of ESV1 and 
LESV is perfectly suited for the interaction of the proteins 
with the insoluble form of native amylopectin or for helping 
that structure to form.

The amylopectin molecules interact with the protein 
domain through numerous interactions typical of protein– 
sugar interactions, as predicted from the analysis of the 
primary sequence of the β-sheet domain and the distribution 
of conserved amino acids in the AlphaFold2 model (Fig. 8). 
The glucose rings interact by hydrophobic stacking with 
the aromatic rings of the β-domain all along the double heli-
ces. The acidic residues conserved in LESV and ESV1 also play 

an important role in the interaction by participating in 
hydrogen bonding with the hydroxyl groups of the glucose 
residues on the sides of the double helices. On Face A, de-
scribed above, there is an analogous organization in stripes 
of aromatic and acidic residues, suggesting that double heli-
ces could also bind on this face, possibly after structural re-
organization of the conserved helix (LESV) or loop (ESV1), 
allowing both sides of the proteins to interact with amylo-
pectin molecules.

Discussion
ESV1 and LESV bind specifically to amylopectin
In this work, we investigated the interaction specificities of 
ESV1 and LESV with the different components of starch. 
The properties of amylopectin and amylose macromolecules, 
which are complex, nonhomogeneous, and often dense glu-
cans in solution, limited the approaches that could be used. 
Previous work on the affinity of ESV1 and LESV for starch 
components (Malinova et al. 2018; Singh et al. 2022) focused 
on the interaction between ESV1 and LESV and starch glu-
cans in insoluble form and/or on different mutant starch 
granules. That work proposed that ESV1 and LESV interact 
with starch granules, each having specific affinity for amylo-
pectin or amylose respectively, with affinity being independ-
ent of the protein/glucan ratio. Those results are, however, 
not fully consistent with the recent characterization of 
LESV and ESV1 (Liu et al. 2023) nor with the results presented 
here. First, we chose an EMSA approach, which allowed us to 
analyze the behavior of both proteins in relation to each of 
the polyglucans. The migration profile of the 2 proteins 
shows that both proteins have a strong affinity for amylopec-
tin and that this affinity increases with the amount of this 
glucan, attesting to their specificity. Conversely, in the pres-
ence of amylose, we did not observe any migration 

Figure 8. Molecular model of the complex between C-terminal domain of LESV and amylopectin double helices. Protein chain is represented in 
cartoon and colored in blue. Romatic residues are colored in magenta, and their side chains are represented by sticks. Amylopectin double helices 
are represented by sticks and colored by atom types.
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retardation associated with amylose. Second, structural ana-
lysis of ESV1 and LESV in the presence of amylose and amylo-
pectin by SR-CD shows that only the presence of 
amylopectin induces conformational changes in LESV upon 
interaction, leading to the structuring of disordered regions 
of the N-terminal domain of the protein into α-helices. No 
conformational changes were observed in ESV1, but this 
can be explained by the fact that the protein has a reduced 
N-terminal domain and consists almost entirely of the highly 
structured C-terminal conserved domain, which is unlikely to 
undergo conformational changes.

As the experiments we carried out were with amylopectin 
molecules in its solubilized form, we wanted to verify that 
ESV1 and LESV were able to interact with the crystallized 
form. The results we obtained in fluorescence microscopy 
with maize waxy starch granules, which contain no amylose, 
showed that ESV1 and LESV interact directly with amylopec-
tin starch granules. In fact, the 2 proteins, identified by their 
inherent fluorescence, accumulated on the entire surface of 
the starch granules. This result confirms those obtained in so-
lution and is consistent with the role described in our recent 
work (Liu et al. 2023).

LESV is able to bind to amylopectin during its 
biosynthesis
In this work, we further showed that the 2 proteins behave 
differently toward glycogen as only LESV was able to interact 
with it. This finding is very interesting on several levels. First, 
it shows that the difference in affinity of ESV1 for amylopec-
tin and amylose does not seem to be related to the presence 
of branch points but rather to the 3D structure of the glucan. 
Secondly, an analogy has been drawn between the structure 
of glycogen and that of the precursor molecules of amylopec-
tin during its biosynthesis, before the action of isoamylases 
that remove the excess branching points (Ball et al. 1996). 
This result strengthens the proposed function of LESV in 
our previous work (Liu et al. 2023). On the one hand, LESV 
could function concomitantly with isoamylases during the 
biosynthesis of amylopectin—supporting the phase transi-
tion of double helices (from soluble to semicrystalline 
form), as the branching pattern is optimized. However, on 
the other hand, we showed that LESV can also promote 
the phase transition of nascent amylopectin even if it is 
not debranched by isoamylase and would otherwise remain 
soluble as phytoglycogen (Liu et al. 2023). Our results are also 
consistent with the idea that ESV1 functions downstream of 
LESV, stabilizing newly formed starch granules. Thus, while 
ESV1 has an affinity for the amylopectin after the isoamylases 
have optimized its structure for crystallization, it has a low 
affinity for glycogen, which will not undergo phase transition 
of its own accord.

LESV and ESV1 share a common domain whose structure 
was modeled and described as being particularly compatible 
with the binding of amylopectin double helices. The fact that 
ESV1, which is predominantly composed of this domain, does 

not interact with glycogen suggests that the interaction with 
the nascent amylopectin is mediated or assisted by the 
N-terminal domain of LESV, giving it additional specificity 
and allowing it to accommodate different glucans than 
ESV1. Indeed, we previously noted that the N-terminus of 
LESV also has highly conserved aromatic amino acids in parts 
of the protein that are predicted either to be in α-helical 
structure or to be unstructured (Liu et al. 2023). It will be in-
teresting to examine the roles of these residues in future 
studies.

The C-terminal domain is able to bind at least 2 
double helices of amylopectin
The models obtained for ESV1 and LESV via AlphaFold2 pro-
vided a very reliable structure for the C-terminal tryptophan- 
rich domain, which is conserved between the 2 molecules. 
The other parts of the molecule were predicted without 
much reliability (Liu et al. 2023). The C-terminal domain 
folded into an original structure, forming a rather large 
oval (about 40 Å wide and 70 Å long) antiparallel twisted 
β-sheet. On this β-sheet, the aromatic and acidic residues, or-
ganized in repeated sequences identified during the analysis 
of the protein sequences, form parallel lines equidistant from 
each other and parallel to the axis of the β-sheet. The side 
chains of these amino acids point alternately to both sides 
of the β-sheet. However, 1 face of the β-sheet may be “occu-
pied” by a long α-helix in LESV and a long loop in ESV1. 
Therefore, we computed models where only the “free” side 
interacted with amylopectin double helices. Even though 
we observed protein conformational changes in the presence 
of amylopectin, based on our current data, we do not know if 
the protein parts on the occupied face can move to expose 
the lines of aromatic and acidic residue for additional amylo-
pectin binding. If that does occur, ESV1 and LESV could bind 
amylopectin on both sides of their β-sheet, resulting in 
sandwich-like alignments of proteins and amylopectin.

We were able to demonstrate experimentally that LESV 
and ESV1 can bind amylopectin in both its soluble form 
and its organized form within starch granules. Furthermore, 
our modeling work shows that this interaction likely occurs 
through the shared β-sheet domain via both the aromatic 
and acidic residues. Moreover, we suggested that the unique 
structure of this domain enables it to bind at least 2 parallel 
double helices of amylopectin in a parallel arrangement simi-
lar to that found in the crystalline regions of starch granules, 
thereby supporting its proposed function in the organization 
and maintenance of starch granules in plants.

The N-terminal domain allows regulation of LESV 
specificity toward starch components
The structure of the N-terminal domain of LESV is not 
known. However, we have been able to demonstrate that it 
consists mainly of disordered regions and α-helices that 
may be organized close to the C-terminal domain. We have 
also shown that interaction with amylopectin induces the 
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formation of α-helices presumably from the disordered re-
gions without affecting the β-sheet structure. In ESV1, this 
domain N-terminal domain is shorter, and poorly conserved 
between species, but still predicted to be unstructured, as is 
the polyproline tail at the C-terminus of the Arabidopsis pro-
tein. It is likely that the presence of these regions prevented 
us from obtaining protein crystals. Since amylopectin struc-
ture and size is not monodisperse, it cannot be used to sta-
bilize the proteins, and we are currently searching for 
analogs that can facilitate the crystallization of both proteins. 
While analyzing the structure of the C-terminal domains has 
allowed us to describe the interaction mode of the 2 proteins 
with amylopectin, analyzing the entire structures, particular-
ly for LESV, would help us to elucidate the function of the 
N-terminal domain, potentially revealing the mechanism of 
LESV action in promoting amylopectin crystallization and ex-
plaining the difference between it and ESV1. Considering that 
several helices are present in the LESV N-terminus and taking 
into account its involvement in amylopectin biosynthesis, it 
is possible that LESV may also interact with other proteins, as 
already described for SSs and BEs (Ahmed et al. 2015; Crofts 
et al. 2015).

In conclusion, this work improves our understanding of the 
molecular mechanisms of ESV1 and LESV function in 
Arabidopsis. We have shown that the conserved C-terminal 
domain of both ESV1 and LESV is particularly well suited 
to bind amylopectin double helices as they are organized 
in starch granules. We further propose that LESV is able to 
interact with nascent amylopectin molecules during its bio-
synthesis and that its involvement in the phase transition 
probably occurs before the biosynthesis process is complete. 
Our data are consistent with the idea that ESV1 would 
intervene later to stabilize the granules to prevent early 
degradation by hydrolytic activities. Further research is needed 
to describe the precise molecular mechanism of ESV1 and LESV 
function in plants. Resolution of the atomic structures of the 
entire LESV, particularly the organization of its N-terminal do-
main in relation to its glucan-binding domain and its inter-
action with starch glucans, will allow considerable progress to 
be made in this area. Finally, studying the function of these 
proteins in other plants—specifically their involvement in 
storage starch biosynthesis—will be important to assess their 
candidacy as targets for starch crop improvement through 
biotechnological approaches.

Materials and methods
Cloning, expression, and purification of proteins
LESV and ESV1 from Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) were 
cloned, expressed in Escherichia coli as recombinant proteins 
lacking their N-terminal transit peptides, and purified as de-
scribed previously. The purification batches of proteins used 
in this work are the same than those used in previous work 
(see Supplementary Fig. S2 in Liu et al. (2023)). Purification 
was performed by a first step of Immobilized Metal Affinity 
Chromatography followed by a second purification step 

through size exclusion chromatography using a HiLoad 16/ 
60 Superdex 200 (Cytiva) column preequilibrated with 
50 mM Tris-HCl, pH 8, 150 mM NaCl, 10% (w/v) glycerol, 
and 2 mM DTT for LESV or a dialysis step against 50 mM 

Tris-HCl, pH 7.5, 100 mM NaCl, 10% (v/v) glycerol, and 
2 mM DTT for ESV1. The monodispersity of the obtained pro-
tein solution was assessed by dynamic light scattering (DLS) 
using a zetasizer pro (Malvern Panalytical). For structural 
study, protein samples were concentrated using Vivaspin 
centrifugal concentrator with a 10 kDa cutoff (Sartorius). 
Protein concentrations were determined using a NanoDrop 
Spectrophotometer (ND1000) from Thermo Scientific.

Glucan solution preparation
For EMSA experiments, amylose 1% (w/v), amylopectin 1% 
(w/v), and glycogen 5% (w/v) stock solutions used for these 
experiments were prepared as follows. 0.1 g of amylose (from 
potato [S. tuberosum]; Sigma] was dissolved in 1 mL of 2 M 

sodium hydroxide (NaOH) and vortexed to ensure complete 
solubilization. After addition of 2 mL of deionized water, 
the solution was neutralized by 1 mL of 2 M HCl. The final 
volume was then adjusted to 10 mL with water and the so-
lution was heated 5 min at 50 °C and vortexed until com-
plete dissolution. Amylopectin (0.1 g, from potato, Sigma) 
was resuspended in 10 mL of distilled water and then sub-
jected to autoclaving to produce a homogeneous solution. 
Glycogen powder (0.5 g, from oyster [Ostrea edulis]; Sigma) 
was dissolved by vortexing it in distilled water (final volume 
10 mL) until full homogenization. For CD experiments, glu-
can stock solutions were prepared with the same protocol al-
beit replacing water with protein buffer.

EMSAs
One microgram of ESV1, LESV, and a reference protein with 
no affinity for glucans (UniProt Q7W019 produced in the lab 
(Herrou et al. 2007)) were loaded on 8% (w/v) polyacryl-
amide gels containing increasing concentrations of glucans 
(from 0.1% to 0.3% [w/v] for amylopectin and amylose and 
0.1% to 1% [w/v] for glycogen) and submitted to electro-
phoresis in native conditions at 4 °C at 15 V/cm for 2 h in 
25 mM Tris-HCL, pH 8.3, 192 mM glycine migration buffer. 
Gels were stained with InstantBlue (Expedeon). The affinity 
of LESV and ESV1 for the different glucans in the gels was es-
timated by the migration shift of these proteins compared 
with the stable migration of the reference protein, either 
loaded alone or mixed with ESV1 or LESV.

SR-CD
SR-CD spectra were measured at the DISCO beamline of the 
SOLEIL Synchrotron (Gif-sur-Yvette, France). Five microliters 
of ESV1 protein at 6.1 mg/mL and 2 µL of LESV protein at 
13.4 mg/mL were deposited between 2 CaF2 coverslips with 
a pathlength of 20 and 10 µm, respectively (Refregiers et al. 
2012). The beam size of 4 × 4 mm and the photon-flux 
per nm step of 2 × 1010 photons/s in the spectral band 
from 270 to 170 nm prevented radiation-induced damage 
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(Miles et al. 2008). CD spectra were acquired using IGOR soft-
ware (WaveMetrics). Protein and buffer spectra were collected 
consecutively and are the mean of 3 accumulations. The buffer 
baseline was recorded sequentially and subtracted from the 
spectra before taking into account the protein concentration. 
Before measurements, the molar elliptical extinction coeffi-
cient of ammonium d-10-camphorsulfonate ammonium 
(CSA) has been measured on the beamline and used as 
standard for calibration of all data measurements (Miles 
et al. 2004). Data processing was conducted using CDToolX 
software (Miles and Wallace 2018). The influence of the dif-
ferent glucans on the structure of LESV and ESV1 was studied 
by incubating the protein/glucan mixtures for 2 h and meas-
uring the spectra under the same conditions as for the native 
proteins. The mixtures were made with 4:1 mix of protein 
solution and glucan solution (1% [w/v] amylose or amylopec-
tin solutions). Five microliters of ESV1/glucans mixtures 
and 2 µL of LESV/glucan mixtures were deposited between 
2 CaF2 coverslips with a pathlength of 20 and 10 µm, respect-
ively (Refregiers et al. 2012). Spectra containing 80% v/v of 
protein buffer and 20% glucan solutions were subtracted 
from the protein/glucan spectra before CSA calibration. 
Temperature scans were realized to check the protein stabil-
ization by glucan interaction. CD spectra were collected from 
20 to 30°C to 90°C and processed as described above with 
3 to 5°C temperature increases and 3 min of equilibration 
time. The secondary structure element content of each pro-
tein alone or in the presence of glucans was estimated using 
BestSel (Micsonai et al. 2015).

Molecular modeling
Protein structures of LESV and ESV1 were modeled using 
AlphaFold2 (Jumper et al. 2021). For each protein, 5 different 
models were computed and ranked by global predicted local 
distance difference test (pLDDT). The 5 molecular models 
generated were superimposed and used to evaluate the pos-
sible position of dynamic regions. Molecular models with 
best pLDDT values were used for figures and further molecu-
lar docking studies.

SAXS
Protein sample solutions were centrifuged for 10 min at 
10,000 × g prior to X-ray analysis as a precaution to 
remove any insoluble aggregates. SAXS experiments were 
conducted on the SWING beamline at Synchrotron SOLEIL 
(λ = 1.033 Å). All solutions were mixed in a fixed- 
temperature (15°C) quartz capillary. The monodisperse sam-
ple solutions of proteins were injected onto a size exclusion 
column (David and Perez 2009) (SEC-3, 150 Å; Agilent) using 
an Agilent HPLC system and eluted into the capillary cell at a 
flow rate of 0.3 mL/min. Then, 50 µL of protein samples were 
injected for SAXS measurements. A total of 180 frames were 
collected during the first minutes of the elution and were 
averaged to account for buffer scattering and subtracted 
from selected frames corresponding to the main protein elu-
tion peak. Data reduction to absolute units, frame averaging, 

and subtraction were done using FOXTROT (David and Perez 
2009). Data processing, analysis, and modeling steps were 
carried out using programs of the ATSAS suite (Franke 
et al. 2017). BUNCH (Petoukhov and Svergun 2005) was 
used to model the missing parts of the proteins that were 
not assigned by AlphaFold2 (Jumper et al. 2021). The fit of 
the model obtained with BUNCH to the experimental 
SAXS data is estimated by superimposing the SAXS curve de-
rived from the model on the measured SAXS curve. A low χ2 

value indicates a good superposition of the curves and there-
fore that the model is compatible with the experimental 
data.

Docking
AlphaFold2 model structures of the conserved C-terminal 
domain of ESV1 and LESV were used as targets in order to 
model the binding position of the model of a double helix 
of amylopectin obtained from Polysac3DB (CERMAV; 
https://polysac3db.cermav.cnrs.fr). A generic algorithm was 
used for the search step within a sphere of 10 Å centered 
on the tryptophan stripes of the conserved β-sheet domain. 
The scoring function was based on the ChemPLP forcefield, 
as used by GOLD (Jones et al. 1997). All the parameters 
were kept by default. A subsequent energy minimization 
was performed on the best model using the Amber forcefield. 
All figures representing molecular structures of proteins and 
ligands were generated using Pymol (The PyMOL Molecular 
Graphics System, version 1.8.0.0 Schrödinger, LLC).

3D imaging
For this experiment, we used waxy maize starch granules 
(Roquette, France) obtained from plants lacking granule- 
bound starch synthase (GBSS; (Tsai 1974)), the enzyme 
that catalyzes the biosynthesis of amylose and whose pres-
ence in the granules is responsible of their autofluorescence. 
Starch granules were washed with water, acetone, and etha-
nol in order to remove any phenol contaminants coming 
from storage in plasticware (Tawil et al. 2011). ESV1 and 
LESV binding on starch granules was assessed by both visible 
and UV microscopy with the same protocol described in 
Jamme et al. (2014). Excitation was set-up at λ = 280 nm 
with an emission filter at 329 to 351 nm (FF01-340/22, 
Semrock) to visualize the tryptophan emission (at 345 nm) 
of bound proteins. The acquisition time was 10 s for each 
emission fluorescence image and 0.2 s for visible images. 
For 3D purpose, Z slices (along the optical axis) were re-
corded with a step size of 300 nm over 40 µm Z range under 
µManager control (Edelstein et al. 2010). Using imaging 
analysis software (Huygens, SVI, NL), deconvolution images 
were calculated by PSF deconvolution treatment. Images 
were coupled to classical light imaging of the starch granule 
morphology. Images were analyzed using Fiji (Schindelin et al. 
2012). Noise was removed from acquired 3D stacks using a 
median 1 filter. A substack of “in focus” images were selected 
and summed. To compensate for field inhomogeneity, a FFT 
bandbass filter was then applied.
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Accession numbers
The Arabidopsis Genome Initiative gene codes for the 
Arabidopsis genes used in this study are as follows: ESV1, 
At1g42430, and LESV, At3g55760.
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Séquence peptidique des constructions tronquées PII1 et SS4 

 

PII1-H2H3 

LPYSNLGVLESDLEAALVALLKREEDLHDAERKLLSDKNKLRAKEELEKREKTISEASLKHESLQEELKRANVELASQARE

IEELKHKLRERDEERAALQSSLTLKEEELEMRQEIANRSKEVSMAISEFESKSQLLSKANEVVKRQEGEIYALQRALEEK

EEELEISKATKKLEQEKLRETEANLKKQTEEWLIAQDEVNKLKEETVKRLGEANETMEDFMKVKKLLTDVRFELISSRE

ALVFSREQMEEKELLLEKQLEELEEQRKSVLSYMQSLRDAHTEVESERVKLRVVEAKNFALEREISVQKELLEDLREELQ

KEKPLLELAMHDISVIQDELYKKANAFQVSQNLLQEKESSLVEAKLEIQHLKSEQASLELLLQEKDEELAEARNKLGEVN

QEVTELKALMISREDQLMEATEMLKEKDVHLHRIEGELGSSKLKVTEAEMVVERIAELTNR 

 

PII1∆Nter 

SANVLFDKLFARTHRLERQTNQHSVYPDDDDLPYSNLGVLESDLEAALVALLKREEDLHDAERKLLSDKNKLNRAKEE

LEKREKTISEASLKHESLQEELKRANVELASQAREIEELKHKLRERDEERAALQSSLTLKEEELEKMRQEIANRSKEVSM

AISEFESKSQLLSKANEVVKRQEGEIYALQRALEEKEEELEISKATKKLEQEKLRETEANLKKQTEEWLIAQDEVNKLKEE

TVKRLGEANETMEDFMKVKKLLTDVRFELISSREALVFSREQMEEKELLLEKQLEELEEQRKSVLSYMQSLRDAHTEV

ESERVKLRVVEAKNFALEREISVQKELLEDLREELQKEKPLLELAMHDISVIQDELYKKANAFQVSQNLLQEKESSLVEA

KLEIQHLKSEQASLELLLQEKDEELAEARNKLGEVNQEVTELKALMISREDQLMEATEMLKEKDVHLHRIEGELGSSKL

KVTEAEMVVERIAELTNRLLMSTTNGQNQNAMRINNEISIDSMQQPLEKPHDDYGMENKRLVMELSFTRENLRM

KEMEVLAVQRALTFKDEEINVVMGRLEAKEQELKKLKEETINDSEDLKVLYALAQERVGEKTMGDLAIEMLQLEAAN

LEVEAATSALQKLAKMSTELLTQADMSIEADTTHTVMPERGYSEGSNECLGEVKTEVVRLWSLTEKLLENAGIVAGTS

TCMEGVIL 

 

PII1-H1H2H3 

SANVLFDKLFARTHRLERQTNQHSVYPDDDDLPYSNLGVLESDLEAALVALLKREEDLHDAERKLLSDKNKLNRAKEE

LEKREKTISEASLKHESLQEELKRANVELASQAREIEELKHKLRERDEERAALQSSLTLKEEELEKMRQEIANRSKEVSM

AISEFESKSQLLSKANEVVKRQEGEIYALQRALEEKEEELEISKATKKLEQEKLRETEANLKKQTEEWLIAQDEVNKLKEE

TVKRLGEANETFMKVKKLLTDVRFELISSREALVFSREQMEEKELLLEKQLEELEEQRKSVLSYMQSLRDAHTEVESER

VKLRVVEAKNFALEREISVQKELLEDLREELQKEKPLLELAMHDISVIQDELYKKANAFQVSQNLLQEKESSLVEAKLEI

QHLKSEQASLELLLQEKDEELAEARNKLGEVNQEVTELKALMISREDQLMEATEMLKEKDVHLHRIEGELGSSKLKVT

EAEMVVERIAELTNR 

 

PII1∆H1 

LPYSNLGVLESDLEAALVALLKREEDLHDAERKLLSDKNKLNRAKEELEKREKTISEASLKHESLQEELKRANVELASQA

REIEELKHKLRERDEERAALQSSLTLKEEELEKMRQEIANRSKEVSMAISEFESKSQLLSKANEVVKRQEGEIYALQRAL

EEKEEELEISKATKKLEQEKLRETEANLKKQTEEWLIAQDEVNKLKEETVKRLGEANETMEDFMKVKKLLTDVRFELISS

REALVFSREQMEEKELLLEKQLEELEEQRKSVLSYMQSLRDAHTEVESERVKLRVVEAKNFALEREISVQKELLEDLREE

LQKEKPLLELAMHDISVIQDELYKKANAFQVSQNLLQEKESSLVEAKLEIQHLKSEQASLELLLQEKDEELAEARNKLGE

VNQEVTELKALMISREDQLMEATEMLKEKDVHLHRIEGELGSSKLKVTEAEMVVERIAELTNRLLMSTTNGQNQNA

MRINNEISIDSMQQPLEKPHDDYGMENKRLVMELSFTRENLRMKEMEVLAVQRALTFKDEEINVVMGRLEAKEQE

LKKLKEETINDSEDLKVLYALAQERVGEKTMGDLAIEMLQLEAANLEVEAATSALQKLAKMSTELLTQADMSIEADTT

HTVMPERGYSEGSNECLGEVKTEVVRLWSLTEKLLENAGIVAGTSTCMEGVIL 



SS4∆349 

ECTDLWAKVETLQLLLDRATKQAEQAVIVLQQNQDLRNKVDKIEESLKEANVYKESSEKIQQYNELMQHKVTLLEERL

EKSDAEIFSYVQLYQESIKEFQETLESLKEESKKKSRDEPVDDMPWDYWSRLLLTVDGWLLEKKIASNDADLLRDMV

WKKDRRIHDTYIDVKDKNERDAISAFLKLVSSPTSSGLYVVHIAAEMAPVAKVGGLGDVVAGLGKALQRKGHLVEIILP

KYDCMQYDRVRDLRALDTVVESYFDGKLYKNKIWIGTVEGLPVHFIEPQHPSKFFWRGQFYGEQDDFRRFSYFSRA

ALELLLQSGKKPDIIHCHDWQTAFVAPLYWDLYAPKGLDSARICFTCHNFEYQGTASASELGSCGLDVNQLNRPDRM

QDHSSGDRVNPVKGAIIFSNIVTTVSPTYAQEVRTAEGGKGLHSTLNFHSKKFIGILNGIDTDSWNPATDPFLKAQFN

AKDLQGKEENKHALRKQLGLSSAESRRPLVGCITRLVPQKGVHLIRHAIYRTLELGGQFVLLGSSPVPHIQREFEGIEQ

QFKSHDHVRLLLKYDEALSHTIYAASDLFIIPSIFEPCGLTQMIAMRYGSIPIARKTGGLNDSVFDIDDDTIPTQFQNGFT

FQTADEQGFNYALERAFNHYKKDEEKWMRLVEKVMSIDF SWGSSATQYEELYTRSVSRARAVPNRT 

 

SS4∆403 

ESSEKIQQYNELMQHKVTLLEERLEKSDAEIFSYVQLYQESIKEFQETLESLKEESKKKSRDEPVDDMPWDYWSRLLLT

VDGWLLEKKIASNDADLLRDMVWKKDRRIHDTYIDVKDKNERDAISAFLKLVSSPTSSGLYVVHIAAEMAPVAKVGG

LGDVVAGLGKALQRKGHLVEIILPKYDCMQYDRVRDLRALDTVVESYFDGKLYKNKIWIGTVEGLPVHFIEPQHPSKF

FWRGQFYGEQDDFRRFSYFSRAALELLLQSGKKPDIIHCHDWQTAFVAPLYWDLYAPKGLDSARICFTCHNFEYQGT

ASASELGSCGLDVNQLNRPDRMQDHSSGDRVNPVKGAIIFSNIVTTVSPTYAQEVRTAEGGKGLHSTLNFHSKKFIGI

LNGIDTDSWNPATDPFLKAQFNAKDLQGKEENKHALRKQLGLSSAESRRPLVGCITRLVPQKGVHLIRHAIYRTLELG

GQFVLLGSSPVPHIQREFEGIEQQFKSHDHVRLLLKYDEALSHTIYAASDLFIIPSIFEPCGLTQMIAMRYGSIPIARKTG

GLNDSVFDIDDDTIPTQFQNGFTFQTADEQGFNYALERAFNHYKKDEEKWMRLVEKVMSIDFSWGSSATQYEELYT

RSVSRARAVPNRT 

 

SS4∆466 

PVDDMPWDYWSRLLLTVDGWLLEKKIASNDADLLRDMVWKKDRRIHDTYIDVKDKNERDAISAFLKLVSSPTSSGL

YVVHIAAEMAPVAKVGGLGDVVAGLGKALQRKGHLVEIILPKYDCMQYDRVRDLRALDTVVESYFDGKLYKNKIWIG

TVEGLPVHFIEPQHPSKFFWRGQFYGEQDDFRRFSYFSRAALELLLQSGKKPDIIHCHDWQTAFVAPLYWDLYAPKGL

DSARICFTCHNFEYQGTASASELGSCGLDVNQLNRPDRMQDHSSGDRVNPVKGAIIFSNIVTTVSPTYAQEVRTAEG

GKGLHSTLNFHSKKFIGILNGIDTDSWNPATDPFLKAQFNAKDLQGKEENKHALRKQLGLSSAESRRPLVGCITRLVP

QKGVHLIRHAIYRTLELGGQFVLLGSSPVPHIQREFEGIEQQFKSHDHVRLLLKYDEALSHTIYAASDLFIIPSIFEPCGLT

QMIAMRYGSIPIARKTGGLNDSVFDIDDDTIPTQFQNGFTFQTADEQGFNYALERAFNHYKKDEEKWMRLVEKVM

SIDFSWGSSATQYEELYTRSVSRARAVPNRT 



                                                                                                                        lcl|Query_7681755 X         X                  X                              
lcl|Query_7681755    1 A                                                           M                                                            GFS.QAIRLNLASFSSPSP.........CDY......CLTRV.................

lcl|Query_7681764    1 B                                                           M                                                            GFA.AAFRPNLPAASPLRFRQLSTL..................................

lcl|Query_7681774    1 B                                                           M                                                            AFS.AASRSNLPTSSSQSYGKLCSL..................................

lcl|Query_7681775    1 B                                                           M                                                            GFS.VSVRSSLPLY.............KL.........F....................

lcl|Query_7681759    1 B                                                           M                                                            AFS.ARFSSN.............HLH.................................

lcl|Query_7681766    1 B                                                           M                                                            VFS.AALRPILPATSS.......HLCSKL........CY....................

lcl|Query_7681770    1 B                                                           M                                                            SFS.AAFQAN............................F....................

lcl|Query_7681768    1 B                                                           M                                                            GFS.SAILSNLPADT..........YPKL.........F....................

lcl|Query_7681762    1 B                                                           M                                                            EFAAAAIRFSLPSTSSP.......LHCDCQ.......CYA...................

lcl|Query_7681773    1 B                                                           M                                                            GFS.VALRCYLPVESS........LHSSK.........F....................

lcl|Query_7681780    1 B                                                           M                                                            GFS.AALRPNLSVTSSLHCSKLGVLDPAISIFAKLNQCFFGLDYTGKISKLTKEMMAKI

lcl|Query_7681782    1 B                                                           M                                                            AFA.AVF..HVPPTSSHHYSQLCSL..................................

lcl|Query_7681771    1 B                                                           M                                                            AL.....RASLSFSSI.........HQQTEF......CFA...................

lcl|Query_7681760    1 B                                                           M                                                            ASP.AATHLNFSTSSSI.........SQSQR........S...................

lcl|Query_7681761    1 B                                                           M                                                            SMA...LSASFSLASSHQL.........SQL......CCSG..................

lcl|Query_7681777    1 B                                                           M                                                            ALP.ALPRATLSFSSL.........CQPTEF......CFM...................

lcl|Query_7681763    1 B                                                           M                                                            HHS.SSTHPWLSPLYFA...LPLLL.........................LTL......

lcl|Query_7681778    1 B                                                           M                                                            ALR.ALPRATLSFSFL.........WQPKEC......CFM...................

lcl|Query_7681769    1 B                                                           M                                                            TFSASSLRPTSSPSYSQ...LLCSLRYNRKLRSQIN..FV...VTQGRKGCWL......

lcl|Query_7681758    1 B                                                           M                                                            ...........................................................

lcl|Query_7681765    1 B                                                           M                                                            AV....LSPSLQGSFSA..................................TSSKF...

lcl|Query_7681756    1 B                                                           PVERHQLLKQEMASTPLYGKSFSSSLLRRSHV...SEHCAVRL.................

lcl|Query_7681767    1 B                                                           M                                                            NVD...ISMRFQESIVAAV..............AVV.....IWFTVPEKHITKCKL...

lcl|Query_7681757    1 B                                                           M                                                            FRG....HAPLHRLPSPPP............PPAAA...AGALPSASPSCRTSTHVP..

lcl|Query_7681779    1 B                                                           M                                                            .........PLSSTSSPAA............GAAAA...A.AVRTASPPLRAATQVL..

lcl|Query_7681783    1 B                                                           M                                                            .........PLSSTTSPSA............GAAAA...A.AVRTASPPRRIATHVL..

lcl|Query_7681772    1 B                                                           ........MPPLS..PSSSP............PATAA...A.VLRCGSPSCRPVTHEL..

lcl|Query_7681781    1 B                                                           M                                                            RLS....IGS....PSPSP............PPAVA...A.ALRSTPPSRRTASHVM..

lcl|Query_7681776 C                                                           ............................................................

                                                                                                                        lcl|Query_7681755          X         X                    X          X        
lcl|Query_7681755   28                                             DF      A  A                                                SV         I    .......VNHKQKSLVAFPSIT.RRKRHL..........LLSVQ  L.HNTRPN. N..D

lcl|Query_7681764   26                                             KG      B  B                                                SV      S  I    ......RHSWKQKTLP.FVALT.RGKGH..........SLLIVE  L.NNSK S. N..D

lcl|Query_7681774   26                                             KG      B  B                                                SV      S  I    ......RFSRKQNKVA.FLTTT.KRKGS..........SLRIIR  L.NNRK S. S..G

lcl|Query_7681775   18                                             KG      B  B                                                SV      S  I    ....SPRLNSRQNRVDCITTISKRRKSS..........PLQIVK  L.NSSN S. D..D

lcl|Query_7681759   14                                             KG      B  B                                                 V      S       .LNPNPKVHWKHKLPGRYVTSG.KRRVR..........SLGLVRA LPDGKK S.VN..G

lcl|Query_7681766   25                                             KG      B  B                                                 V         I    .....SRLNKRQDKLAFPMT...KRRGH..........CLKVVRA L.NKRKIS. N..D

lcl|Query_7681770   12                                             KG      B  B                                                S       S  I    ....STSLPHRHSKLSFLRLVRKQKKSAIIGTRNGKKCSIQMTR IL.GNRT C. D..N

lcl|Query_7681768   21                                             KG      B  B                                                SV      S  I    ....RLRFNVKQNRVNFITTGKIIRPSK............WIVK  L.NCSK S. N..D

lcl|Query_7681762   28                                             KG      B  B                                                SV      S  I    ......RLRRKQQKLPFLSTTL.TWKNH..........SLYCVK  L.NNRN R. S..D

lcl|Query_7681773   23                                             KG      B  B                                                S       S  I    ....SPRFNLKQNRLAFITTSKIESPSL............QIVK IS.NNMN S. N..E

lcl|Query_7681780   60                                             KG      B  B                                                S       S       VLSSRPTRDWKQKRLP.LLAVT.KRRGY..........SLFIVK II.NSSK S.VN..D

lcl|Query_7681782   24                                             KG      B  B                                                SV      S  I    ......GLNRKQKRLA.VMTTS.KRKGH..........SRRIVK  L.NNRK S. N..D

lcl|Query_7681771   22                                             KG      B  B                                                SV      S  I    ......RPKWKKKRLVLMTA...HRGP..........PSSRIVR  L.DNRK N. K..G

lcl|Query_7681760   24                                             KG      B  B                                                SV      S       ......SLRFGRNRTNFFYSTNQKRRSH..........SLKVVQ  L.NNCK N.LN..D

lcl|Query_7681761   25                                             KG      B  B                                                SV      S       .......LKWKQTRLEFLKP..HRRNSQY..........LWIVK  L.NRRR SSVS..E

lcl|Query_7681777   26                                             KG      B  B                                                SV      S  I    ......RLEWKK.RLVLMTA...HHGRG.........PSSRIVR  L.DNRK N. T..G

lcl|Query_7681763   26                                             KG      B  B    ........................RPSAS.............VN...............D

lcl|Query_7681778   26                                             KG      B  B                                                SV      S  I    ......RLEWKK.RLMLMTA...YHGRG.........PSSRIVR  L.DNRK N. T..G

lcl|Query_7681769   47                                             KG      B  B                                                SV              ........................RNGVT.............VK  L..NDNRP.SF..N

lcl|Query_7681758    2                                             KG      B  B                                                SV      S  I    .............RLVLMTA...HRGRG.........PSSRILR  L.DNRK N. N..R

lcl|Query_7681765   20                                             KG      B  B                                                 V      S  I    .....P...VVRSSLFKQRSFRCQKRGHS.A.........WIIRA M..NKE S. N..D

lcl|Query_7681756   41                                             KG      B  B                                                SV      S  I    .........YSKEKIVNTSIVHYVKKRHC..........LPLIR  V.DKPT N. G..S

lcl|Query_7681767   36                                             KG      B  B                                                SV      S  I    .....KSLCFVRLDRFNRRSFHCKKKSDSCS.........WIIK  I..NNK .. N..G

lcl|Query_7681757   40                                             KG      B  B                                                SV      S  I    .......FRPKLSFMVAFQAQHVKYAPN.............LIK  V.KSLR N. TDGD

lcl|Query_7681779   34                                             KG      B  B                                                S          I    .......FRQKLGFLAAFQAQRVKCSPH.............LIR IV.KSSRLD. NDGD

lcl|Query_7681783   34                                             KG      B  B                                                S       S  I    .......FRQKLGIPAGFQAQHVKCLPH.............LIR IV.RGAR D. TDGD

lcl|Query_7681772   33                                             KG      B  B                                                SV         I    .......FRQKLSFMVSFQAQHMRCAPH.............LIK  V.KGIRAN. TDGE

lcl|Query_7681781   35                                             KG      B  B                                                SV      S  I    .......FRQKLSFMEAFQTQHLKYAPR.............LIK  V.KGIR N. TDGD

lcl|Query_7681776    1                                             JH      C  C                                                SV      S  I    ......................MKFSHP.............LIR  V.KGVR D. TNGD

        iiiiiiiiiiiiiiiiiii             iiiiiiiiiiiiiiiiiiii                                                            lcl|Query_7681755       X         X         X         X         X         X   
lcl|Query_7681755   66       c    c   c                                      c  c  DF    DEEF DEEEEEEEEF DF           A  A    A  DEEEF  DF  A        E    L   L                                      L  L  NG      A       FA T  LE           D  L    L  LESDL  A        ..SA S NV FDK   R HR  RQTNQHSVYPD DD PYSN GV     EA  VA LK

lcl|Query_7681764   64       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L  NG      A   LER FAQTQ LE           D  L    L  LESDL  A        ..AA S KV          K  QGISRDGEPLQ FH AL.D QT     LA  TA KQ

lcl|Query_7681774   64       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L  NG     PAR  LER FAQTQ LE           D  L    L  LESDL  A        ..AS    I          K  EQMNRNSHHPQ IQ GF.N EI     HA  AA KK

lcl|Query_7681775   60       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L  NG     PAR  LER FAQTQ LE           D       L  LESDL           ..AT    I          K  KQMGPHSHLPA VYPGF.N EI     LAV EA RK

lcl|Query_7681759   59       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L   G     PAR  LER FAQTQ LE           D       L  LESDL         Y ..LG    I          K  ERMSRDSGVGK VQFGL.N EI     QAV AA KK

lcl|Query_7681766   63       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L  NG      A   LER F QTQ LE           D       L  LESDL           ..PT S KI      E   K  EQMTQDSYPPE VQPLL.N EV     QAV LA KQ

lcl|Query_7681770   64       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L  NG     PAR  LER FAQTQ LE           D  L    L  LESDL           NGAT    V          K  EQISRDSSFSK IQ GL.N ET     QAV TA RK

lcl|Query_7681768   61       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L  NG     PAR  LER FAQT  LE           D       L  LESDL           ..AT    I         KK  EEMTSDSQLPR VQPGF.N EI     LAV DA RK

lcl|Query_7681762   67       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L  NG     PAR  LER FA T  LE           D  L       LESDL  A        ..AA    V       R HK  E.MNKASSVPQ VQ DL.NFEV     HA  AS KK

lcl|Query_7681773   63       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L  NG     PAR  LER FAQT  LE           D       L  LESDL           ..AT    V         LK  EQMSRSSRLPE VQPVV.N EI     LAL KA KK

lcl|Query_7681780  104       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L  NG     PAR  LER FAQ Q LE           D  L    L  LESDL  A        ..AT    I        S K  QGMSRDAQPPK FH FL.N ET     QA  TA KQ

lcl|Query_7681782   62       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L  NG     PAR  LER FAQTQ LE           D  L    L  LESDL  A        ..ST    V          K  EHMSRDPGLPL IQ GL.N ET     QA  VA KK

lcl|Query_7681771   59       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L  NG     PAR  L R FAQTQ LE              L    L  LESDL  A        ..AT    V  G       K  EQIGRNPYLPQVAE GL.D GE     LD  AA KR

lcl|Query_7681760   64       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L  NG      A   LER  AQTQ LE           D  L    L  LESDL  A        ..AN E KL     Y    R  EHVSKDPHFPQ VW GL.S EN     QA  AV KK

lcl|Query_7681761   63       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L   G     PAR  LE  F QTQ LE              L    L  LESDL  A      D ..AT    I   K  D   K  EQIGRDPYSPHVAE GF.S GK     QI  AA KN

lcl|Query_7681777   63       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L         PAR  LER FAQTQ LE              L    L  LESDL  A      DE..AT    V          K  QQIGRNIYFPQVAE GL.N GK     QD  AA KK

lcl|Query_7681763   34       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L          AR   ER F Q                        L  LESDL  A      DY.GAA S  V F    T .....NRMTGD.......EP...D RI     KA  AA KM

lcl|Query_7681778   63       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L         PAR  LER FAQTQ LE              L    L  LESDL  A      EE..ET    V          K  QQIGRNIYFPQVAE GL.N GK     LD  AA KK

lcl|Query_7681769   65       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L  N       AR   ER F QTQ L                    L   ESDL  A       Y.GAP S  L .    E   K DNRMIGE.......EP...D RDF    LS  ME KE

lcl|Query_7681758   33       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L  N      PAR  LER FAQTQ LE              L       LESD   A       E..AT    V          K  QQIGRNPYLPQVAE GL.NIGK    IQD  AA K.

lcl|Query_7681765   57       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L         P R  LER F QTQ LE           D  L    L  LESDL  A      DE..AI  T I      V   K  EKIGKDLNLPQ IQ EL.N GT     QE  TV RK

lcl|Query_7681756   78       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L  NG      AR  LER FAQTQ LE           D  L    L  LESDL  A        HEPS S  V          K  EQMGKRRRSLK IK DI.N EV     QA  AA KK

lcl|Query_7681767   76       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L         PAR  LER F QTQ LE           D  L    L  LESDL  A      DE..AI    I      V   K  EKINKNSNPPQ IE EH.Y GK     QT  TV RK

lcl|Query_7681757   78       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L  NG     PAR  LER FA TQ L            D  L       L S    A        ..MT    E       K  S ......DTSASH SE SM.SIEV K EFER  SI RK

lcl|Query_7681779   72       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L  NG     PAR  LER FA T  L            D  L       L      A        ..TT    E       K KS ......DPGASQ RE SM.SIEV KTEFEA  SI RK

lcl|Query_7681783   72       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L  NG     PAR  LER FA T  L               L       L      A        ..TT    E       K KS ......DPSASQGRE SM.SIEV KTEFEA  SI RK

lcl|Query_7681772   71       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L  NG     PAR  LER FA TQ L            D  L       L S    A        ..AT    E       K  R ......DTSASQ SE SM.SIDV K EFEA  ST RK

lcl|Query_7681781   73       c    c   c                                      c  c  KG    KddG KddddddddG KG           B  B    B  KdddG  KG  B        E    L   L                                      L  L  NG     PAR  LER FA TQ L            D  L       L S    A        ..TT    E       R  S ......DTGASH SE SV.SIEV K EFEG  SI RN

lcl|Query_7681776   24       c    c   c                                      c  c  JH    JIIH JIIIIIIIIH JH           C  C    C  JIIIH  JH  C        E    L   L                                      L  L  N      PAR  LER FA T  L            D  L       L      A       ...ET    E       K KS ......DPSASQ GE SM.SIEV KTEFEA  SI RK

α1 



iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii                                                            lcl|Query_7681755       X         X         X         X         X         X   
lcl|Query_7681755  124                          c                                  DF DF DEF  A      DF  A  A  DF  A  A    A DF  A  A   A DF                            L                                   E DL DAE         LN  K     RE  I  A    E L   L  A   L SQ   R E  H   RKLLSDKNK  RA EE EK  KT SE SLKH S QEE KR NVE A  ARE

lcl|Query_7681764  121                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                  KE DL DAE  V      L   K     RE  I  A    E LE  L  A     SQ     D  Q   KM VLEQSE SRA DE EQ  KE AA SSKH K  EK TQ NLAFA  ASQ

lcl|Query_7681774  121                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                  KE DL DAE  V      L   K     RE  I  A    E     L  A   L SQ     E  Q   RT FFEHCE HRT EE EQ  KE AA SCRY KIGEE KQ NLG A  ARH

lcl|Query_7681775  117                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                  KE DL DAE  V      LN  K     RE  I  A    E LE  L  A   L SQ     E  Q   RQ LSEHSD  HA EM EL  NE AI YSKH K  GE KL NVY A  SRQ

lcl|Query_7681759  116                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                  KE DL DAE  V      LN  K     RE  I  A    E LE  L      L SQ     E  E   RR CLEHSE  RA EE LR  RE DV CSRH K  EE GQSNLK V  ARH

lcl|Query_7681766  120                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                  KE DL DAE  V      LN  K     R   I  A    E LE         L SQ     E  Q   SI LLEHSQ  CA EE ER DEE AA RCKH Q  EEMKKSTRT A  ARQ

lcl|Query_7681770  123                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                  KE DL DAE  V      LN  K     RE  I  A    E LE  L  A   L SQ     E  Q   RK LFEHAK  HT QE EK  EA TS LCRQ K  EE KQ NNN A  ARQ

lcl|Query_7681768  118                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                  KE DL  AE  V      LN  K     RE  I  A    E LE  L  A   L SQ     E  QH  KQ LSEHND  FA QE QQ  KE AV HSKH K  GE RE NLN A  ARQ

lcl|Query_7681762  123                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                   E DL  AE         LN        RE  I  A    E LE  L  A     SQ   R E  EE  RKLLLDESE  CATEE KR  EV AA LSRQ K  WD KQ NLKFA  ARE

lcl|Query_7681773  120                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                  KE  L DAE  V      LN  K     RE  I  A    E LE  L  A   L SQ     EE Q   RN FLEHSR  QA EE KK  NV TA FSKH K  GE KQ NLN A  ARE

lcl|Query_7681780  161                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                  KE DL DAE  V      L   K     RE  I  A    E LE  L  A     SQ     D  Q   RM VLEQSQ TRA DE EQ  NE AA SSKR K  EE KQ NLAFA  VGQ

lcl|Query_7681782  119                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                  KE DL DA   V      LN  K         I  A    E LE  L  A   L S      E  Q  AGM LMEHTE  RA EE KRHAEE AV CSKH K  EE KQ NLN A RARQ

lcl|Query_7681771  116                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                  KE DL D E  V       N  K     RE  I  A    E LE  L  A   L SQ     E  Q T RK LMEYNEV HA LE EQ  EE AA SSRQ K  DE MQ NLT A  AAE

lcl|Query_7681760  121                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                  KE DL DAE         LN         E  I  A      LE  L  A   L SQ     E  Q   RTILLERSQ  NAREK EKQ EE TV YRKQQE  DE KE NLN V  TRL

lcl|Query_7681761  120                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                  KE DL DAE          N        RE  I  A    E LE  L  A   L SQ     E  Q   KKLLLEYNEI LARKD ER  KE AA NMKQ K  GE RL NLD A  AAE

lcl|Query_7681777  120                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                  KE D  D E  V      LN  K     R      A    E LE  L  A   L SQ     E IQ T RK LMEYNE  RA IE EQ VEEMAA NSRQ K  NE RQ NLI V  AAE

lcl|Query_7681763   78                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                  KE  L  AE  V      L   K      E  I  A    E LE         L SQ     DH ME  RM LLENSK KLT EE ERQ SE EA RVRY K  EEMKETTVK V  AGQ

lcl|Query_7681778  120                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                  KE D  D E  V      LN  K     R      A    E LE  L  A   L SQ     D IQ T RK LMEYNE  RA IE EQ VEEMEA NSRQ K  NE RQ NLV V  AAE

lcl|Query_7681769  113                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                  KE  L   E  V      L   K      E  I  A    E LE     A   L SQ     DH QEV RT LLENGK KDA EE ERQ GE KA REKY R  DEMKE MAS V  AGQ

lcl|Query_7681758   89                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                  KE D  D E  V      LN  K     R   I  A    E LE         L SQ     E IQ T RK SMEYNE  HA LE EQ AEE AS SSRQ K  NE....NLT A  AEE

lcl|Query_7681765  114                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                  K   L DAE         L   K     RE  I       E LE  L  A   L  Q    VEN E   NKLLSEYRE REA ED RK  AV ESTLLRQ M  NE KQ NLD AF ATE

lcl|Query_7681756  137                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                  KE DL  AE  V      L   K     RE  I  A      LE  L  A     SQ     E  QY  KM LMDRAK TDV QD DH  EE IA HAKQAK  ED KK QEDFA  EKQ

lcl|Query_7681767  133                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                  KE DL  AE         LN  K     RE  I  A    E LE  L  A   L S      E  EA  NKISLEYRD  NA NE NK  EN SD FLRQ K  NE NL NLD A RATE

lcl|Query_7681757  129                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                  KE  L  AE  V      LN  K     RE  I  A       E  L  A   L        RY RN  KR SDDQLR  QT QD DQ  QE SK HAKQQQM KA KK SRD SLRVKQ

lcl|Query_7681779  123                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                  KE DL DAE  V      LN  K     RE  I  A       E  L  A   L  Q     K  R   KK SVDRSR  QT QD DQ  ED IK YSRQHEM KA MK SRD TL VRQ

lcl|Query_7681783  123                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                  KE DL DAE  V      LN  K     RE  I  A       E  L  A   L  Q     K  R   KK SVDRSR  QT QD DQ  ED IK YSRQHEM KA MK SRD TL VRQ

lcl|Query_7681772  122                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                  KE DL DAE  V      LN  K     RE  I  A       E  L  A   L  Q     R  R   NR SVDQVR  RA KD DQ  RG NR YARQQEM RS GK SRD VL VRQ

lcl|Query_7681781  124                          c                                  KG KG KdG  B      KG  B  B  KG  B  B    B KG  B  B   B KG                            L                                  KE DL  AE  V      L   K     RE  I  A       E  L  A   L        R  RS  KR SDDRIR SKT QD DQ  EA RK YVRQQGI KA KK SRD ALRVKQ

lcl|Query_7681776   74                          c                                  JH JH JIH  C      JH  C  C  JH  C  C    C JH  C  C   C JH                            L                                  KE DL DAE  V      LN  K     RE  I  A       E  L  A   L  Q     R  W   KK SIDRSR  QT QD DQ  ED IK YSRQHEM KA MK SRD SL VRQ

iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii                                                            lcl|Query_7681755       X         X         X         X         X         X   
lcl|Query_7681755  184                      c  c                               c   A  DEF     A        DF  A  A  A   DF  A  A     DEF  A  DF  D                     L  K                               L   I  LK      D               E  K   E      E     SE   K  L   A EE  HKLRER EERAALQSS TL EE LE MRQ IANRSK VSMAI  FES SQ  SK 

lcl|Query_7681764  181                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L   I  LKL     D        A      E  K   EL  K  E     SEL  K  L   A ED   QLKEQ QKVAAAQS  SA ED MD MRH  VK TE AEKIR   TS SQ  NE 

lcl|Query_7681774  181                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L   I   KL     D               E  K   EL  K  E     SEL  K  L   A DDI  RLRER QEIAAAQST SL EE LD MRN  LL SE AAKTE   KS SH  NE 

lcl|Query_7681775  177                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L   I  L L              A      E  K    L  K  E      EL  K  L   A ED R QVKEREDVIFAAKS  SL ED IE MKSK IK SE AEKMDT  KC SQ  EE 

lcl|Query_7681759  176                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L   I  LKL     D        A      E  K   EL  K  E     SEL  K      A ED   RLKER QEIAAMQS  SL EL LE MRS  LK SE AAKID   KS AQM NE 

lcl|Query_7681766  180                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L   I  LKL     D               E  K   EL  K  E     SEL  K  L   A ED   QLKKR EEVATTQSS SL EE ME LRV  VK IE ASKTD   KS IQ  NE 

lcl|Query_7681770  183                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L   I  LKL     D        A      E  K   EL  K  E       L     L   A ED   MVQER EKVVAAQF  SL QE MD MRT  TK TE AATIACD QSRDQ  SE 

lcl|Query_7681768  178                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L   I   KL              A      E  K   EL  K  E     SEL  K  L   A EDI  QLKEREEEVAAGQS  LI QH IE KIS  TK SE VAKMD   QY AQ  DE 

lcl|Query_7681762  183                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L   I  LKL              A      E  K   EL           SEL  K  L   A ED   RLRDREQEIAASQS  SL ED IE MKS  MKRSEDALVIE   ER SQ  TE 

lcl|Query_7681773  180                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L   I  LKL              A      E  K    L  K  E     SEL  K  L   A EE   QLKEKEQDIASACS  SL ED MD MKTD LK SE VARID   KY AQ  NQ 

lcl|Query_7681780  221                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L   I  LKL     D        A      E      E   K  E     SEL  K      A ED   QLKER KEIAAAQS  SV ED MDRMRN MVK SE AAKIE   KS SQI NE 

lcl|Query_7681782  179                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L   I  LKL     D        A      E  K   EL  K  E     SEL     L   A ED   QLKDR QEIFAARS  SS QD MD MRN  MK TE AAKKE   QSMAK  DE 

lcl|Query_7681771  176                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L   I  LK      D        A      E  K   EL  K  E     SEL  K  L   A ED  FRLKER QEISAAQT  DS AD IN MKD  KN SD AANTE   RT AE  DA 

lcl|Query_7681760  181                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L   I  LKL     D        A      E       L  K  E      EL  K  L   A DE   QIMEK EGIAAVES  AL ED LKRMRAD AM SE AFKTNC  KS SQ  TE 

lcl|Query_7681761  180                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L   I  LKL     D        A      E  K   EL  K  E     SEL  K  L   A GD   RLKER QEISASQS  SA DE II MKH  EK SE AAKIE   RS AI  DE 

lcl|Query_7681777  180                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L   I  LK      D        A      E  K   EL  K  E     S L  K  L   A ED  FRFNEI QEISAAQT  VS ED IN MMI  KN SD VANTE Q RT GE  DT 

lcl|Query_7681763  138                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L   I  LKL     D        A      E  K   EL     E      EL  K      A EE   RVRDR SEINAVKY  GL EG VE MRV  EERSR AVDFDN  RE GRI DE 

lcl|Query_7681778  180                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L   I  LK      D        A      E  K   EL  K  E     S L  K  L   A ED  FRFNEI QEISAAQI  VS ED IN MMI  KN CD AAKTE Q RT GE  DT 

lcl|Query_7681769  173                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L      LKL     D        A      E  K    L  K  E     SEL  K  L   AVEE   RLRDR SETDGLRD  SL EE ME MKIG AK SE AAYVD   RQ VQ  SE 

lcl|Query_7681758  145                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L   I  LK      D        A      E  K   EL  K  E     SEL     L   A ED  FHLNVM QEISAAQT  YS TD IN LKN  KI SD AANTE   RTTAE  DK 

lcl|Query_7681765  174                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L   I  LKL     D        A      E      EL  K  E     SEL  K  L     EN   QLEKQ KEITAAQS  VL QN IDVMVN  RL TE DANIE   RL NQ  VET

lcl|Query_7681756  197                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L   I  LK      D        A             EL  K  E       L           EE  HLVKEK REMQNARS  SL EAGLDILRN  VE TE VERINLD KSRDQI EQT

lcl|Query_7681767  193                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L   I  LKL     D               E      EL  K  E      E   K        ED   QIEKR HEVMLARSM EL ED IKVMVD  RV SE SANFEL IME SRV IET

lcl|Query_7681757  189                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L   I  LKL     D               E          K  E     SE   K  L   A NN   LVERQ RKIASSEAL SQ VI VENLKQDMFN NK ADLIR  IKL EQ  LE 

lcl|Query_7681779  183                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L   I  LK      D        A      E  K   E   K  E     SE   K      A NN  VLVEEQ KKIVSSQD  SK VI VD LKQ MLK SD AALLR  IES EQE LV 

lcl|Query_7681783  183                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L   I  LK      D        A      E  K   E   K  E     SE   K      A NN  VMIEEQ KKLVSSQD  SK VI VD LKQ MLK ND VALLH  IES EQE LV 

lcl|Query_7681772  182                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L   I  LKL     D               E  K       K  E     SE   K  L   A DN   LVDEQ KKIASSQDL SQ VT VE LKQDMLK NE VTLMR  IKS EQ  LE 

lcl|Query_7681781  184                      c  c                               c   B  KdG     B        KG  B  B  B   KG  B  B     KdG  B  KG  K                     L  K                               L   I  LKL     D               E          K  E     SE   K  L   A SD   LVEGQ RTIARSQAL SQ VT VENLKRDMFK NE ADLMR  IRS EK  LT 

lcl|Query_7681776  134                      c  c                               c   C  JIH     C        JH  C  C  C   JH  C  C     JIH  C  JH  J                     L  K                               L   I  LKL     D        A      E  K       K  E     SE   K      A NN   LVEEQ KKIISSQD  SK VI VD LKQDMLK NE ADLMR  IES EQE LV 

iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii                                                            lcl|Query_7681755       X         X         X         X         X         X   
lcl|Query_7681755  244       c      c                               c      c       EF    DF A   A      DF A        A  DEEEF  A  DEEF   DF DF DE      Q      L                               L      W       NE     E E          KE E        K   EKL   E    KQ    L AQ E   VVKR  G IYA QRALEE  E LEISKATK LEQ   RET AN K  TEE  I  D V

lcl|Query_7681764  241       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W       NE     E E           E E        K  EEKLK  E     Q    L AQ EL  VMKK  I LQE REAIWER E LETSLTQR LE     VA AK QQ TME  L  E  

lcl|Query_7681774  241       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W       NE       E          KE E        K   EKLK  E   EKQ    L AQ EL  VVNR AV VQG RKSLQE  E LEVSQMQR LEV    VA EK    TME  L  E  

lcl|Query_7681775  237       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W       NE     E E          K           K  EEKLK  E   EKQ    L AQ EL  VVKK  I LQQ KNAIRD QEKLEVSKTLR LE     VA AN    TME  I  E  

lcl|Query_7681759  236       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W       NE     E E          KE E        K  EEKLK  E   EK     L  Q  L  VVKK  T IQS RKVIQE  E LEASVALR VE     VV AN   RTME  LS DA 

lcl|Query_7681766  240       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W       NE     E E          KE E        K  EEKLK  E   EK     L AQ EL  VIQK  Y LQG REAIRE  E LEVSLTLK LE     AA AN   RTME  L  E  

lcl|Query_7681770  243       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W       NE       E          K  E        K  EEKLK  E    KQ    L AQ EL  IIRK KV IQE QKLIRE VQ LEASVTLK IE     LA AN K  TVE  S  E  

lcl|Query_7681768  238       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W       NE     E E          KE E        K  EEKLK      EKQ    L AQ  L  VVKK  I IQR KKGLQE  K LEVSVALR VE     VVQTN    AME  I  EG 

lcl|Query_7681762  243       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W       NE     E E          KE E        K  E K K  E   E      L AQ  L  VIKK  L LQE RRAVEE  E LEFSMTLK AE D V SM AT  ERTRE  L  ED 

lcl|Query_7681773  240       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W        E     E E          KE E        K  EEKLK  E   E      L  Q  LS VVKR  I LQG QMLIRE  E LEVSTNLR FE     VV SN  DRTRE  LI EG 

lcl|Query_7681780  281       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W       NE       E          K           K  EEKLK  E     Q    L AQ EL  VLKK KI LQG KEAIRE DKQLETSMTLR LE     AA AK QQ TME  L  E  

lcl|Query_7681782  239       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W       NE     E E          KE E        K  E KLK  E   EK     L A  EL  VVKK  I LQE QKSIQE  E LEESMMLR LE K   VA AN   KTMD  L KE  

lcl|Query_7681771  236       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W       NE     E E          KE E        K  EEKLK      EKQ    L A  E   VVQR  V LQN RRKIQE  K LEDFLTMQ TE     VAKSN    AMD  V KK M

lcl|Query_7681760  241       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W       NE     E E          KE E        K   E L   E   EK     L AQ EL  VVKR  V LQM KKTVVE  K FELSVKLQ LEV R EVV KN   RTME  L  E  

lcl|Query_7681761  240       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W       N        E          K  E        K   EKLK  E   EKQ    L AQ EL KIVEK VV LQE QGAIQK DD LEMSISVQ SDA    VA AK    TTD  V  V  

lcl|Query_7681777  240       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W       NE     E E          KE E        K  EEKLK      EKQ    L A  E   VVQR  V LQN QREIQE  K LQVFLTMQ TE     VSKSN    AMD  I KQ M

lcl|Query_7681763  198       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W       NE     E E          KE E            EKL   E   EKQ      AQ EL  VMKK  A LEE KRAVRE  K IEVLLVEREVER   RVA AN    AMD ML  E  

lcl|Query_7681778  240       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W       NE     E E          KE E        K   EKLK      EKQ    L A  E   VVQR  V LQN RREIQE  K LQVFLTMQ TED    VSKSN    AMD  I KQ M

lcl|Query_7681769  233       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W       NE     E E           E E            EKLK  E   EKQ    L  Q EL  VVKK  I LQE RSVVQQR E LRLSVAARDVEG    VA AS    AME  LT E  

lcl|Query_7681758  205       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W       NE     E E          KE E           EEKLK       K     L A  E   LVQR  V LQN RIEIQE  K LEVFSTMQQTD     VSKSN A HAMD  V KK M

lcl|Query_7681765  234       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W        E       E          K  E           EEKLK  E   EKQ    L A  ELK IVNK TL IEE KKAVEE DE VRIAMALFEIE     VV GN    TLD  L HE  

lcl|Query_7681756  257       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W       N      E E          KE E        K  EEKLK      E      L  Q EL KVIRK  A VQD KEAIMS  E LADTIQQR ND     NAKAN  QRAVE  SS E  

lcl|Query_7681767  253       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W       NE     E E          K  E            EKLK  E   EKQ    L A  E   ILKK  V IEE KETIRE NE LEISTMLLESEN    VV EN    TMD  V NE M

lcl|Query_7681757  249       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W       N      E            K           K  EEKLK  E   EKQ    L AQ EL QDVVQ  ATVRE RSETEK AIDIAISNELR AN     IA QE    NLG  A  Q  

lcl|Query_7681779  243       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W       N      E            KE          K  EEKLK  E   EKQ      AQ EL QAIAR  ATVRE QSEIKR  TDIERLNDLT AN     VA QD    NSG IA  Q  

lcl|Query_7681783  243       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W       N      E            KE E        K  E KLK  E   EKQ      AQ EL QAIAR  ATIRE RSETKR  T VERLNELA AN D   FA QE    NSG IA  Q  

lcl|Query_7681772  242       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W       N      E            KE          K  E KLK  E   E Q    L AQ EL QAAEQ  ATIKE RSEIKR  IDFSRSNELR AN Q   IA QE  R NMG  A  K  

lcl|Query_7681781  244       c      c                               c      c       dG    KG B   B      KG B        B  KdddG  B  KddG   KG KG Kd      Q      L                               L      W       N      E            K           K  EEKLK  E   EKQ    L AQ EL QAIAQ  ATVRE QSEIKR TMDIARSNESR TN     VA QE    SLG  A  Q  

lcl|Query_7681776  194       c      c                               c      c       IH    JH C   C      JH C        C  JIIIH  C  JIIH   JH JH JI      Q      L                               L      W       N      E            KE E        K  EEKLK  E   EKQ      AQ EL QALAR  ATIRE QSEIKR  T IASSNELR AN     VV KE    NLG IA  Q  

α3 



iiiiiiiii       iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii                                                            lcl|Query_7681755       X         X         X         X         X         X   
lcl|Query_7681755  304                           cc  c   c  c      c               F A    DF       A  DF DF  DF DEEEEF DEF  A DEF   A A   A  A                           LL  V   L  S      S                 L     K       T  DF  V     D R E  S    L   R   E     L  Q NK KEETV RLGEANE ME  MK KK  T   F  I  REA VF  EQM EKELL EK L

lcl|Query_7681764  301                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S               K L    S        T  DF RV     D RSE  S Q  L S R   E Q   L  Q  K AEQA RHMGEANE FK  T  KQ  S      V   KS A   QQM Q EQL KM L

lcl|Query_7681774  301                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S               K L    S        T  DF RV     D RSE    Q  L S R   E Q   L  Q  K AEEA RHAGETNE LE  R  KK  A      VF  KS A   QKM E EKL ET W

lcl|Query_7681775  297                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S               K L    SK       T   F RV     D RSE  S Q  L S R   E Q   L  Q  K ADNA  QIVETKE MEN R  KK  I      V   KS A   KRM E EKL KQ L

lcl|Query_7681759  296                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S               K L    S        T  DF RV     D RSE  S Q  L S R   E Q   L  Q  K AEEA RRMEETND LE  R  KK  S      V   KS A   KQM E EHL GK L

lcl|Query_7681766  300                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S                      SK       T  DF RV     D RSE  S Q  L S R   E Q   L  Q NKVAEKA  HARETDE LE  R  KK  G      V   KS A   QKM E EVQ EK L

lcl|Query_7681770  303                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S                 L     K       T  DF RV     D RSE  S Q  L S R   E Q   L  Q EK REEAA HMRDANE LE  R  KK  V      M   KS A   RKM E EHQ ER L

lcl|Query_7681768  298                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S               K L    SK       T  DF RV     D RSE  S Q  L   R   E Q   L  Q  R ANET  RMVETNE MK  K  KK  V      V   KS AF  KRM E DLL KK L

lcl|Query_7681762  303                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S               K L    SK       T  DF RV     D R E  S Q  L S R   E     L  Q  K SDEA  HAAESNE LE  R  KR  G   A  I   QS V   QRM EKEKL EK I

lcl|Query_7681773  300                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S                 L    SK          DF RV     D RSE  S Q  L   R   E Q   L  Q NK AKEA  QVRDTNEALE  G  YK  E      I   KS AF  KQM E EQL KT L

lcl|Query_7681780  341                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S               K L    S        T  DF RV     D RS   S Q  L S R     Q   L  Q  K AEEA RHTGEANE FE  R  KQ  S    Q V   KS A   QQMAQ EQL EK L

lcl|Query_7681782  299                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S               K L     K       T   F R      D RSE  S Q  L S R     Q   L  Q  K AEDAA HMGESNK MKE R AKR  H      V   KS A   QKMQE EKL EK L

lcl|Query_7681771  296                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S               K L    SK       T  DF RV     D RSE  S Q  L S R   E Q   L     K EEET  YGGEANE LE  R  KK  A      T   RA T   EKM E ENL EERL

lcl|Query_7681760  301                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S               K      SK       T  DF RV     D  SE  S Q  L S R   E Q   L  Q  KTKKEA  KTVEMNK VN  N  KK  A  K   V   KS V   KKI E EDI ER M

lcl|Query_7681761  300                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S               K L    SK           F  V     D RS   S Q  L S R   E Q   L  Q  K AGET  HVGDANEA..E GT RK  S    D I   KA A   QKI S DQL EM L

lcl|Query_7681777  300                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S               K L    S           DF RV     D RSE  S Q  L S R   E Q   L     K EVET NYGGEANRSLE  R  KK  A      V   RA T   KKM E ENL EDRL

lcl|Query_7681763  258                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S               K L             T  DF RV     D RSE  S Q  L S R   E Q   L  Q  R GEDATRHAEESSE LE  R  KK  N      V   QA A   SKM E ERL EQ L

lcl|Query_7681778  300                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S               K L    SK          DF RV     D RSE  S Q  L S R   E Q   L     K EEET  YGGGANRSLE  R  KK  A      V   RA T   KKM E ENL ENRL

lcl|Query_7681769  293                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S               K L    SK       T  DF RV     D RSE  S Q  L S R     Q   L  Q  R EEEA  HAQERSE LE  R  KK  S      V   QS A   YKMQV EGL EQ L

lcl|Query_7681758  265                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S               K L    SK           F  V     D RSE    Q  L S R   E Q   L     K EEET  YGGEASRSVEE RG KK  A      VL  RA A   EKM E ENQ EECL

lcl|Query_7681765  294                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S               K L    S            F RV     D R E  S Q  L   R   E Q   L     N ADEE ERAVDHNKNLQE T  KK  A   L  V   ES TL  KKM D QEV EKKL

lcl|Query_7681756  317                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S               K      SK       T     RV     D   E    Q  L S       Q   L  Q  KIAEEA  YKAEAKG AQELK  RV  A  KT  IA  KS A  GRRLDD GVE KK L

lcl|Query_7681767  313                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S                 L                D  RV     D RSE  S    L   R   E Q   L    TE PS.....TVEY...FD LT  RM  S      V  RES IL  KKM D QAV EHEI

lcl|Query_7681757  309                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S               K L    SK       T  DF RV       RSE  S      S R   E Q   L  Q  E AQLA  DTDDIKG VT  K  RS  DA     I  KDNFA   RQI E TVQ QK V

lcl|Query_7681779  303                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S               K L    SK       T  DF RV       RSE           R   E Q   L     E AQMA  DKDNIKN IS  K  RS  DA     IA KEAFTF  KQV D AAQ SNKV

lcl|Query_7681783  303                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S               K L     K       T  DF RV       RSE       L   R   E Q   L  Q  E AQMAF DKDDIKN IN  K  RY  DA     IA KEA TF  KQV D AAQ SN V

lcl|Query_7681772  302                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S               K       K       T  DF RV       RSE         S R   E Q      Q  EVAQLAC DMDGIKD VS  K  RS  DA     IA KEAFS   KQI D AVQMQK V

lcl|Query_7681781  304                           cc  c   c  c      c               G B    KG       B  KG KG  KG KddddG KdG  B KdG   B B   B  B                           LL  V   L  S      S               K L     K          DF RV       RSE  S      S R   E Q   L  Q  E AQLAF DTDDIKGIIT  K  RS  DA     I  KDAFA   RQI D AVQ QE V

lcl|Query_7681776  254                           cc  c   c  c      c               H C    JH       C  JH JH  JH JIIIIH JIH  C JIH   C C   C  C                           LL  V   L  S      S               K L    SK       T  DF RV       RSE               E Q   L  Q  E AQMA  DKDNIKD ID  K  RS  DA     MA KEAFTF CRQI D AAQ SK V

iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii                                                            lcl|Query_7681755       X         X         X         X         X         X   
lcl|Query_7681755  364   c                   c                                      DF DF     DF   A  DF DEF A   A  DF DF DEF  A  DEF  A A   A   L                   E                                      E  EQ     SY   L  A   VE E   L   E  N  LE      KE  E L   L E  E  RKSVL  MQS RD HT   S RVK RVV AK FA  REISVQ  LL D REE Q

lcl|Query_7681764  361   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                      E  EQ     SY   L  AQ  VE E   L   E RN  LE  L  E E    L   L D  E  RKSVA  MES KN  I   S RVK RVV A  KD  RD SV R LIKE QEE K

lcl|Query_7681774  361   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                      E  E       Y   L  AQ  V  E   L  AE    ELE  L  EKE  E L   L E  E HKGSVMT LTT KD  I  QS RAK KV  AQKK   RD SM   LM E QEL K

lcl|Query_7681775  357   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                         E      SY   L  AQ  VE E   L   E RN ELE  L  EKE  E L   L AH E ERKSVL  MTS KD  I   S RAK RIS A  K   RD SI   LI E HEE K

lcl|Query_7681759  356   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                      E  EQ     SY   L  AQ  VE E   L   E RN ELE  L  EKE  E L   L V  E  KKSLT  MTS KD  V   S RVK RVT A  K   RD SM   LV E QNE N

lcl|Query_7681766  360   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                      E  E      SY   L  AQ  VE E   L  A  RN ELE  L  EKE  E L   L T  E RKKNVM  MVS KD  I   S RVK RV QA  K   RD SM   LM E QEE N

lcl|Query_7681770  363   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                      E  EQ     SY   L  AQ  VE E   L  AE  N  LE  L  EKE  E L   L V  E  RDIVM  MSG KD  T   S RAK RI  AQ KA  RD SM   LI Q QKE N

lcl|Query_7681768  358   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                      E  E      SY   L  AQ  VE E   L  AE RN ELE  L  EKE  E     L L  E ERESVM  MTS KD  M   S KGK RA  A  K   QK SL   IM EIREE N

lcl|Query_7681762  363   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                      E  EQ          L   Q  VE E   L  AE RN ELE  L  EKE  E L   L T  V  KESIAAHMAS KDV I   S RVK RV  A  K   RD SL   LV E QDQ T

lcl|Query_7681773  360   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                      E  EQ     SY   L  A   VE E   L  AE RN ELE  L  EKE  E L   L A  E  RKSVM  LNS KN KI   S RVK RT  A  K   RD SM   LV E QKE E

lcl|Query_7681780  401   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                      E  EQ     SY   L  AQ  VE E   L     RN ELE  L  E E  E L   L E  E  KRSVA  MES KN  I   S RVK RVVDA  K   RD SV R LI E QEE K

lcl|Query_7681782  359   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                      E  EQ      Y   L  AQ  VE E   L  AE RN ELE  L   KE  E L   L A  E  KTSINH MTS KD  I   S RVK RV  S  K   WD SVK  LM E QEE R

lcl|Query_7681771  356   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                      E  EQ      Y   L  AQ  VE E   L  AE RN ELE  L  EKE  E L   L R  E  RRSVMA MTS KE  I   S KVK TV  A  R   RD SM   LI E QNE N

lcl|Query_7681760  361   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                      E  EQ      Y   L  AQ  VE E   L   E  N ELE  L  EKE    L   L A  E  KKGINA MSS KD  I   S RVK RFI AH K   GD VK   LTDE QQQ E

lcl|Query_7681761  358   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                      E  EQ     SY   L  A   VE E   L  AE  N  LE  L  EKE    L   L A  E  RRSIM  TIS RD GV   G KAK RV  AQ KQ  RD SL   LVSE QKE D

lcl|Query_7681777  360   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                      E  EQ     SY   L  AQ  VE E   L  AE RN ELE  L  EKE  E L     E  E  RRSVM  MTS KE  N   N KVQ TV  A  K   RD SI   LV E QTENN

lcl|Query_7681763  318   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                      E  EQ     SY   L  AQ  VE E   L  AE RN ELE  L  EKE    L   L S  G  RVSVM  MEN KD  I   S RKK RV  S  R   RD KM   LISE EEE K

lcl|Query_7681778  360   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                      E  EQ     SY   L  AQ  VE E   L  AE RN ELE  L  EKE  E L     E  E  RKSVM  MTS KE  N   N KMQ TV  A  K   RD SM   LV E QTENN

lcl|Query_7681769  353   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                      E   Q      Y   L  AQ  VE E   L  AE  N ELE  L  EKE    L   L A  AD RESVML MEN KD  I   N RTK SV  AL K   QD SV   LMKK QEE K

lcl|Query_7681758  325   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                      E  EQ     SY   L   Q  VE E   L  AE RN ELE  L  EKE    L   L Q  E  RRSVM  MTS KEV N   T KVK TV  A  K   RD SI   LVDK QNE T

lcl|Query_7681765  354   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                      E  E      SY   L  A   VE E   L  AE RN EL   L  EK     L   L L  E YRECLN  VKS GD EV   S RAK RL  A  Q  KRD SI  DVIKE QNQ N

lcl|Query_7681756  377   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                         E      SY   L  AQ  VE E   L  AE RN ELE     E    E L   L ED N EKSLLT  MTN KE  L   S RKK RY  A  Q   QKISK QAMI K QNE N

lcl|Query_7681767  365   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                      E  E       Y      A   VE E      AE RN E    L  EKE    L   L L  E HRKSLSD TRSVKD ET   K RVMFRL  G  Q FQRD LI   LIDE QNQ N

lcl|Query_7681757  369   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                      E   Q     SY   L  AQ         L  A  R  ELE  L  E E  E L   L Q  KD RVLLM  TQD EA  L IQGKTKD NA QS CH   LQ LK M KV S EAE T

lcl|Query_7681779  363   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                      E   Q     SY   L  AQ         L  A  R  ELE  L  E    E L   L Q  TD KALII  TRN EA  L IRGKTTE NA QS CS   SQ LE TKKV S EGM T

lcl|Query_7681783  363   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                      E   Q     SY   L  AQ         L     R  ELE  L  E E  E L   L Q  TD KALII  TRN EA  L IQGKSNE STVQS CS   SQ LE T KV F EAM T

lcl|Query_7681772  362   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                      E   Q     S    L  A          L  A  R  ELE  L  EKE  E L   L Q  SG RLLLS FNQN EA RL IQGKAKE NA QS CH   SL LQ   KV S EAV T

lcl|Query_7681781  364   c                   c                                      KG KG     KG   B  KG KdG B   B  KG KG KdG  B  KdG  B B   B   L                   E                                      E   Q     SY   L  AQ         L  A  R  ELE  L  E E  E L   L Q  ED RVLLM  THD EA  L IQGKTQE NY QS CH   SQ LK M KV S EAE T

lcl|Query_7681776  314   c                   c                                      JH JH     JH   C  JH JIH C   C  JH JH JIH  C  JIH  C C   C   L                   E                                      E   Q     SY   L  AQ         L     R  ELE  L       E L   L Q  AD KALLI  TQN EV  L IQGKTNE SGVQS CS   SQ LEKMKKV S EAM T

iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii                                                            lcl|Query_7681755       X         X         X         X         X         X   
lcl|Query_7681755  424 DF  DF         DF DF  A  DF     DF  DEEEEEEF DEEF DEF   DEEFKE   L          Q EL  K   F     LL  KES LVEA LEIQ LKS   SL L  KPL ELAMHDISVI D  YK ANA QVSQN  QE   S    K    H   EQA  E 

lcl|Query_7681764  421 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddGKE  SL         L   L  K  EF      L  KE ELVEA LEIQ LKS   SLQL  KY  QLAIQDASF RKQ GK HT  VEMSNV QN  V     K    H   ERA    

lcl|Query_7681774  421 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddGKE  SL         LQ  L  K   F     LL  KESE VEA LEIQ LKS   SL L  RY  HQAINGISS  KK DK NAD GKMRD  QV    M   K    H   EQD  K 

lcl|Query_7681775  417 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddGKE  SL         L  EL  K  EF     L   KESELVEA LEIQ LKS   SLQL  KS  KQAMEEMSS RE  EQ NT  GEIHG IQD        K    H   EQA    

lcl|Query_7681759  416 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddGKE  SL         LQ EL  K  EF     LL  KES LVEA LEIQ LKS   SLQL  KY  QQAIDEVSS  E  GR NT  GETEN  RV   D    K    N   KQA    

lcl|Query_7681766  420 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddGKE  SL         LQ EL  K  EF      L  KESE VEA LEIQ L S    LQL  RT  QQAIQDMSL  E  DR NT  ERMNNI QV    S   K    H R EQAA   

lcl|Query_7681770  423 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddGKE  S          LQ EL  K  EF     LL  KES LVEA L IQ LKS   S QL  RS MEQAMQDISL  E  GQ TF  EEAQN  QV   T    R Q  H   EQA I  

lcl|Query_7681768  418 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddGKE  SL         LQ EL  K  EF      L  KESELVEA LEIQ LKS   SLQL  KS  EQMVQEMSY  Q  AA NT  GEMHDI QF        K    H   VQC    

lcl|Query_7681762  423 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddGKE  SL         LQ EL     EF     LL  KE ELVEA LEIQ L S    LQL  KA  QQAIQDKSL  T  NRRNS  QETQD  RL  G     K    H H QQTA   

lcl|Query_7681773  420 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddGKE  SL         LQ EL  K  EF     LL  KES LVEA L IQ LKS   SLQL  KS  QQEIEKTSF  Q  LQ NI  GEMQH  QA   D    K D  N   EQA    

lcl|Query_7681780  461 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddGKE  SL         L   L  K  EF      L  KE  LVEA LEIQ LKS   SLQL  KS  QQAIQDVSF RQN EQ NA  GEMSNV QS  AD    K    H   ERA    

lcl|Query_7681782  419 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddGKE  SL         LQ EL  K  EF     LL  KESELVEA LEIQ LKS   SLQL  KS  QQVIQETSF  K  DQ TT  GELHN  QV        R    H   EQV    

lcl|Query_7681771  416 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddG E  SL         LQ EL  K  EF     LL  KESELV A LEIQ LKS   SLQLN KS  LAALKEKST  E  DH RA  GETQD  QV      D R    H   ECA    

lcl|Query_7681760  421 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddG E   L         LQ EL  K  EF     LL  K S LVEA LEIQ LKS   SLQLR KSF QQATEEKSL  N  EH RI  EKTHK  QD A A    K    H   KQV    

lcl|Query_7681761  418 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddGKE  SL         L      K   F      L  KESELVEA LEIQ LKS   SL L  RL  KEAIVEIST REDIDR SAA EQSQSF KS        R    H   EQA  L 

lcl|Query_7681777  420 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddG    SL         LQ EL  K  EF     LL  KESELV A LEIQ LKS   SLQLIKKS  HVAINEKSA  E  DC SA  GETQN  QV      D R    H   QCA    

lcl|Query_7681763  378 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddGKE  SL         LQ EL  K  EF      L   ESELV A LEIQ LKS   SLQ   RT  EQAVKEVAF  E  EK NA  RETSAV QVR     D K    R   EKA   G

lcl|Query_7681778  420 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddG    SL         LQ EL  K  EF     LL   ESELV A LEIQ LKS   SLQLIKKS  YVAINEKSA  E  DR SA  GETQN  QVT     D R    H   QCA    

lcl|Query_7681769  413 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddGKE  SL         LQ EL  K  EF     LL  KESELV A L IQ LK    SLQ   KA  EQAVQEMAL  E  DI SA  KEKSA  DV      D K Q  E  TEKA   A

lcl|Query_7681758  385 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddG    SL         LQ EL  K  EF     LL  KESELV A L I  LKS   SLQLIKKP  QAAMIEKSA  E  YR ST  GETQN  QV      D R M RH   ECS    

lcl|Query_7681765  414 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddG E  SL         L  EL  K  E       L  KES LVEA LEIQ LKS    L  E KR  LQATEELSV RD  DR TS YKSMRNA ES   Q    K    Q   KQAF EV

lcl|Query_7681756  437 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddG E  SL         L   L  K         LL  KESELV A  EIQ LKS   S QLR KL  EKTTKDVGS TAL EQ ISDLDNTLK  KV      S RS   L   DHE I  

lcl|Query_7681767  425 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddG E  SL            EL     EF      L  KE ELV A  EIQ LKS    L  S KD  RKANEEILEIKD  NRRNL  SEIQNR ES  A   D KI   S   ERVC EV

lcl|Query_7681757  429 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddGKE   L         LQ EL  K  E      L   KE EL EA  E Q  KS   S QL  REN EQKTEQVDF  K  VQ EN CGNSQK VKI  A  L  RH V DM  KVD I  

lcl|Query_7681779  423 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddGKE  SL         LQ EL  K         L   KE EL EA  E    K    S Q   RE  ELKTKEVDL  E  VQ EKDYFNSQK VET  T  L  RH VEDM LKVD I F

lcl|Query_7681783  423 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddGKE   L         LQ E   K         L   KE EL EA  E    K    S Q   REI EQKTKEVAF  E VVQ EKDYFNSQK VET  T  L  RH VEDM LKVD I F

lcl|Query_7681772  422 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddGKE  SL         LQ  L  K  E      L   KESEL EA  E Q  KS   S Q   RE  EEKTKEVEL  KA VQ EN HSNSLK VEI     L  RN V DM  KVE I I

lcl|Query_7681781  424 KG  KG         KG KG  B  KG     KG  KddddddG KddG KdG   KddGKE  SL         LQ EL  K  E      L   KE EL EA  E Q  K    S QL  KQ  EHRTEEVGF  K  VQ EN CTKSQE VKV  F  L  RQ V DM LKVE I  

lcl|Query_7681776  374 JH  JH         JH JH  C  JH     JH  JIIIIIIH JIIH JIH   JIIHKE  SL         LQ EL  K  E      L   KESEL E   E    K    S Q   RE  EQKTKEVDL  E  AQ EN YFNSQK VDT     L VRH VEDM LKVD I F



iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii                                                            lcl|Query_7681755       X         X         X         X         X         X   
lcl|Query_7681755  484                      c   c                                   A DEF DF      A A A A  DF  A  A A DF DF   A DF       A DF                       E   L                                   L EKD EL      L E N    E   L  S E QL  A   L EK         EL  L Q   E  AEARNK G V Q VT  KA MI R D  ME TEM K  DVHLHRIEG  GS

lcl|Query_7681764  481                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                   L EKD EL      L   N    E   L  S E QL QA   L EK       Q EL  I E   Q  SDAKKN EQL Q IA  KM MS K N  I  TAL K  DEYALKV D  ND

lcl|Query_7681774  481                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                   L EKD EL      L E N    E   L  S E QL QA   L EK       Q EL  I D   L  LNARHK E V N IA  KM LN K D  I  TTM K  DEHVNTM N  ND

lcl|Query_7681775  477                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                   L  KD  L      L E      E   L  S E QL QA   L EK       Q EL  V EG  RQ LSAKKK E VDQ IA  KM LS K D  I  TNM K  EEHVQVM D  NE

lcl|Query_7681759  476                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                   L EKD EL      L E N    E      S E QL QA   L EK       Q EL  I E   F  SNARQM E L N VR  KMIMS R E  V  MDT Q  DEHVLIL N  DG

lcl|Query_7681766  480                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                   L EKD EL      L   N    E   L  S E QL  A   L EK         EL  I E   M  LNARKK EGL Q IG  KM MN R D  IL TTM K  DDHVQLMKD  ND

lcl|Query_7681770  483                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                   L EKD  L      L E      E   L  S E QL QA   L EK       Q  L  L E   MD YDAQKN E LSK VA  KM MS K E  I  TNM K  DMHVQMM HQ DD

lcl|Query_7681768  478                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                     EKD  L      L E      E   L  S E QL QA   L EK       Q EL  LSE   LQ LDAKKK E LDQ VA  KM LS K D  I  TNM M  EERVQMM D  ND

lcl|Query_7681762  483                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                   L EKD EL      L E N    E   L    E QL QA   L  K       Q EL  M E   V  LNTKKK E L S TE  KR MNGR D  I  TNL KD EEHVQNM S  SD

lcl|Query_7681773  480                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                   L  KD  L      L E N    E   L  S E QL QA     EK       Q EL  I ED  LQ FDARKN D V Q VA  RM MS K Q  V  TTMIK  EEHVQVM D  NN

lcl|Query_7681780  521                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                   L EKD EL      L   N    E   L  S E QL QA   L EK       Q EL  I E   L  SNARKN EQV Q IV  KM MS R N  I  AAL K  DEHVQKV D  ND

lcl|Query_7681782  479                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                   L E D EL      L E N    E   L    E QL QA   L EK       Q EL  I K R L  FNAQKK E V Q VS  KM MNNR D  M  TTL K  EEHLLIM H  ND

lcl|Query_7681771  476                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                   L EKD EL      L E N    E   L  S E QL QA   L EK       Q EL  M E   K  LDSRKM D L Q IA  RV MS Q V  I  TTM K  EESMQTM D  ND

lcl|Query_7681760  481                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                   L EKD E           N    E   L  S E QL Q    L EK       Q EL  L E   L ILDAQKKIQNL Q II  QT MS K A  D TTAM K  DERVETM N  ND

lcl|Query_7681761  478                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                   L EKD EL      L E N    E      S E  L  A   L EK          L  I E   L  SNAKTM E V K ID  KRILR R EE TK SSM K  DEHVQTIEHD SN

lcl|Query_7681777  480                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                   L EKD EL        E N    E      S E QL QA   L EK       Q EL  M E   K  LDSRKTVD L Q IA  RVNMN Q Q  I  TSM K  EESMQIM L  ND

lcl|Query_7681763  438                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                   L EKD EL      L E N        L  S E Q   A   L EK       Q     I E   L  SNAKKM G I Q ISD KM MN K T FIE TNM R  DEQLKMI NK...

lcl|Query_7681778  480                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                   L EK  EL      L E N    E   L  S E QL QA   L EK       Q EL  M E  NK  LDSRKT D L Q IA  RV MN Q Q  I  TSM K  EEFMQIM L  ND

lcl|Query_7681769  473                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                   L EKD EL      L E N        L    E QL  A   L EK       Q  L  L E   L  SSARKM V L Q ISD KM MNDK T  IE TNM R  DEHVKVI NK NN

lcl|Query_7681758  445                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                   L EKD EL      L E N    E   L  S E QL QA   L EK       Q EL  M E   K  LDSRKT E L Q ID  RV VS Q L  I  TSV K  EESMQII L  ND

lcl|Query_7681765  474                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                   L EK  EL      L E N        L    E  L      L EK       Q     M M  ES  SQSQEM S V Q ILN KA LSDR TE TETTTM K  DKLVEKI HDRNE

lcl|Query_7681756  497                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                   L EKD EL      L            L    E QL QA   L EK         E   L K   V  SLANKN EDLDK VRD KK MREK E  I  TLG Q  DQLVEMMRL IDD

lcl|Query_7681767  485                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                   L EK  EL      L E N        L                               M N  ES  SDAREI D V R IMN KM LG....................RKI.....E

lcl|Query_7681757  489                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                     EKD EL      L E      E   L  S   QL Q    L  K       Q EL  AVQ   S  SDTQSR T VSG VV  QQ LN KDD  V VRTE HD EQYIESM S  ES

lcl|Query_7681779  483                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                     EKD EL      L E N    E   L  S E QL Q    L  K       Q EL  AVQ   L  LETQRK D V S VV  QQ IN K D  V VRTE QD EHCIQLM D  DK

lcl|Query_7681783  483                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                     EKD EL      L E N    E   L  S E QL Q    L  K       Q EL  AVR   L  LEAQRK D V S VV  QQ IN K D  V VRTE QD EQCIQLM D  DK

lcl|Query_7681772  482                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                     EKD EL      L E N    E   L  S E QL Q    L  K       Q  L  AVQ   S  SETQRR A V S VV  KQ LD K D  V VRTE QD EQHIQTL NK DS

lcl|Query_7681781  484                      c   c                                   B KdG KG      B B B B  KG  B  B B KG KG   B KG       B KG                       E   L                                     EKD EL      L E      E   L  S   QL QA   L  K         EL  AVQ   S  SDTQSR T VSS IV  QQ LN KKD  V  RTE HD EQHIETLES  DS

lcl|Query_7681776  434                      c   c                                   C JIH JH      C C C C  JH  C  C C JH JH   C JH       C JH                       E   L                                      KD EL      L E N    E        E QL Q                  L  AVHK  L  LETQRR D V N VV  QQMISTK D  V VQPL...SPICINITNWR TS

iiiiiiiiiiiiiiiiiii                                                                                                     lcl|Query_7681755       X         X         X          X                X     
lcl|Query_7681755  544       DEF DF  A  DEF A  A                                         EAE VV  I  LTN L  S                                   SKLKVT   M  ER AE   R LM TTN.GQNQNAMRIN....NEISIDS...MQQPLEK

lcl|Query_7681764  541       KdG KG  B  KdG B  B                                         EAE V   I  LTN L  S                                   TKMKFS   T IER AE   R VI VKD.ED.NNVLRPV.DDVSS......ELMHQLVDR

lcl|Query_7681774  541       KdG KG  B  KdG B  B                                         EAE VV  I  LTN L  S                                   TKLKYS   T  GR VE   K VI VKD.DD.SNAPRMF.DDMGQ......DLLQQLLEN

lcl|Query_7681775  537       KdG KG  B  KdG B  B                                         EAE VV  I  LTN L  S                                   TKMKIS   T  ER VE   K VI IKD.ED.HNAFAPS.DSTSL......DLVQQPLDR

lcl|Query_7681759  536       KdG KG  B  KdG B  B                                         EAE VV  I  LT  L  S                                   TKLKVS   T  EQ VD  HK VI NKN.DE.SSTSMPT.DDMGL......ELMQQGLDK

lcl|Query_7681766  540       KdG KG  B  KdG B  B                                         EA   V  I  LTN L  S                                   VKLKFS  NTA QQ VE   K AM IKD.EN.STAVSAF.DDMGH......DFLQQLLEK

lcl|Query_7681770  543       KdG KG  B  KdG B  B                                         EA  VV  I  LTN L  S                                   TKLKYS  AT  ER VE   K VI VRD.EE.DYALDTL.SKEILLPEMEDKFLQHILEK

lcl|Query_7681768  538       KdG KG  B  KdG B  B                                         EAE VV  I  LTN L                                      ARLKIS   T  ER VD   K VITVKD.ED.YNAVRPS.GSMDL......ELIRQPLDK

lcl|Query_7681762  543       KdG KG  B  KdG B  B                                         EAE VV  I  LTN L                                      TKWRCT   S  ER VE   R VIPLED.KE.YDVAKFL..GVGGLGS......QQLITL

lcl|Query_7681773  540       KdG KG  B  KdG B  B                                         EAE VV  I  LTN L  S                                   TRVKVS   S  ER VE   E VI IKD.Q...NELRQS.NNMTL......EFFQQPLDE

lcl|Query_7681780  581       KdG KG  B  KdG B  B                                         EAE V   I  LTN L  S                                   TKIKFS   T IER AE   R VS AKD.ED.NNVLRPV.DDVSH......ELMHQLVDR

lcl|Query_7681782  539       KdG KG  B  KdG B  B                                         EAE VV  I  LTN L                                      TKLKFS   S  ER VD   K VICTKD.EE.CTATSPF.DDMGQ......NLLHQLFEK

lcl|Query_7681771  536       KdG KG  B  KdG B  B                                         EAE VV  I  LTN L  S                                   TKMKYS   T  ER VD   K VI VKD.DV.LSPLSHA.DETWS.........SQLVEK

lcl|Query_7681760  541       KdG KG  B  KdG B  B                                         EAE  V  I  LTN L  S                                   TKLKIS   AA EH VD   K VI IKDGDE.YDVLKLN....ENLSL...NLQQQLFKK

lcl|Query_7681761  538       KdG KG  B  KdG B  B                                         EAE VV  I  LT     S                                   AKSRFT   M  EK VD  KEAVL FDD.EEGYHALGPL..DQNNDSLTP.....SWLDG

lcl|Query_7681777  540       KdG KG  B  KdG B  B                                         EAE VV     LTN L  S                                   TKMKYS   T  EHMVD   K VI VKD.DV.LSPLSHT.DEMWS.........SQLVEK

lcl|Query_7681763  495       KdG KG  B  KdG B  B                                                 I  LTN L  S                                   .............. LD   K VA IKD.ED.MNSSKPLLDEMGN......QLLEQLLEQ

lcl|Query_7681778  540       KdG KG  B  KdG B  B                                         EAE VV     LTN L  S                                   TKKKYL   T  EQMVD   K VI VKD.DV.LSSLSHT.DEMWS.........SQLMEK

lcl|Query_7681769  533       KdG KG  B  KdG B  B                                         EAE VV     LTN L  S                                   TSLKAF   T  GRVLD   K VA IKN.ED.INSSRPL.NELGD......QLMMPLSED

lcl|Query_7681758  505       KdG KG  B  KdG B  B                                         EAE VV  I  LTN L                                      AKMKYS   T  EH VD   K VI.....DM.LSTLSHV.DGMWP.........SQLVGK

lcl|Query_7681765  534       KdG KG  B  KdG B  B                                         EA  VV  I  LTN    S                                   SNLKYV  TT  ER FE   KVVS IEHEGR.............................

lcl|Query_7681756  557       KdG KG  B  KdG B  B                                         EA  VV  I  LTN L                                      TKLKYL  AA  GR MQ   I VNTARE.ET.........WNLESHGSLL.....SGVEG

lcl|Query_7681767  520       KdG KG  B  KdG B  B                                         EA  V   I  LTN    S                                   TGIDYS  KN MER FE   KVDD IVKPES.............................

lcl|Query_7681757  549       KdG KG  B  KdG B  B                                          AE V      LT  L  S                                   IRFRCSQ  S LRRMAE  GD AS VKA.GE.MDIYALLDDEISSTSTVL..........

lcl|Query_7681779  543       KdG KG  B  KdG B  B                                          A  VV  I  LT  L  S                                   MRLGRSQ HS  QK VE  GN IG VES.EE.LDIYNLLDDEILSTSTAL..........

lcl|Query_7681783  543       KdG KG  B  KdG B  B                                          AE VV  I  LT  L  S                                   MRLGRSQ  S  QK VE  SN IG VKG.EE.FNIYNLLDDEILSTSTAL..........

lcl|Query_7681772  542       KdG KG  B  KdG B  B                                          AE VV  I  LT  L  S                                   MKFSCSQ  S  QK AE  GN AS VEG.EE.MDIYALLDDEISSTGTAL..........

lcl|Query_7681781  544       KdG KG  B  KdG B  B                                          AE  V     LT  L  S                                   IRLRCSQ  SM QRMAE  GD AS VKA.GE.MDIYTLLDDEISSTSTAL..........
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lcl|Query_7681764  592            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B             QLE EL    E L   EM  LA  RAL  K  ELK V   L   E E  PFSDFGLQK.K   T  RFTK S KDK  EV  AQ   AI DE   M LGR EAR K LQ

lcl|Query_7681774  592            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B             QLE EL      LR  EM  LA  RAL  K  ELK V   L   E E  PADDFRLQI.K   T  ELARDS  TK  EV  FQ   TI DE   M LGR DAK K VK

lcl|Query_7681775  588            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B             QLE EL    E LR  EM  LA   AL  K  ELK V   L   E E  PGDYFRLQK.E   N  SLTR R  MK  EV  SQK  TI DE   A LGK DAR K LK

lcl|Query_7681759  587            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B             QLE EL    E LR  EM  LA  RAL  K  ELK V   L   E E  GNDNFRLQT.K   I  KFAR N  MK  EV  AK   TV DE   T LGR DAK K LK

lcl|Query_7681766  591            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B             Q E EL    E LR  E   LA  RAL  K  EL  V   L   E E  PTDGFSLQK.R V T  KLTR S  MK IEV  VQ   TL DE  RT IGR DAR K LK

lcl|Query_7681770  600            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B             QLE EL    E LR  EM  LA  RAL  K  ELK V   L   E E  PTGDTALKN.K   A  ELAR S  IK  EV  GE   IV EE   A LDR DAR K LK

lcl|Query_7681768  589            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B             QLE EL    E LR  EM  LA  R L  K  ELK V   L   E E  TSDDFSLQK.K   G  KLTR S  MK  EV  AQ S TI DE   V LGR DSK K LK

lcl|Query_7681762  593            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B             QLE E     E LR  EM  L   RAL  K  ELK V   L   E    PTDDFRWKN.K   T IDLTR N  KK  EL DAQ   TL DE   S LIR GER KDLQ

lcl|Query_7681773  589            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B             Q E EL    E LR  EM  LA  RAL  K  ELK V   L   E E  LSDDFRLQK.K Y T  KFSR S  VK  EV  AK   AI DE   T LER DTK K LR

lcl|Query_7681780  632            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B             QLE EL    E L   EM  LA  RAL  K  ELK V   L   E E  P.NDFRLQK.K   T  KSTK S KVK  EV  AQ   TI DE   M LGR EAR K VQ

lcl|Query_7681782  590            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B              LE EL    E LR  E   LA  RAL  K  ELK     L   E E  PTDDFKRQE.KR  T  ELTR S  TK LEV  AQ   TI DE   IALER DAR K LR

lcl|Query_7681771  584            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B             QLE EL    E LR  EM  LA  RAL  K  ELK V   L   E E  STDTFRWQK.N   N  ELTR S  GR  EA  AQ   KL EE   M RQK DDR E IN

lcl|Query_7681760  593            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B             QLE EL    E LR  EM  LA  RAL  K  ELK V   L   E E  PTDNIRLQK.K   T  ELTK S  RK  EI  AE   TV DE   T QER DGK K FE

lcl|Query_7681761  590            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B             QLE EL    E L   EM  LA    L  K  ELK V   L   E E  FGDSFKWQK.K   A  VFTR S KTK  EI  AQKD TI DE   M IRK EAK K IT

lcl|Query_7681777  588            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B             QLE EL    E LR  EM  LA  RAL  K  ELK V   L   E E  PTDAFRWHK.N   N  ELTR S  SR  DS  AQ   KL EQ   I RQK NDR E IN

lcl|Query_7681763  533            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B              LE EL      L   EM  LA  RAL  K  ELK     L   E E  PANELRWQQ.KR  N  ELAKVT KEK  EV  AQ   TI DE   MTLAR DSK E LK

lcl|Query_7681778  588            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B              LE EL    E LR  EM  LA  RAL  K  ELK V   L   E E  PTDTFRWHK.NH  N  ELTR S  SR  DS  AQ   KL EQ   I RQK NDR E IN

lcl|Query_7681769  584            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B             QLE  L                  RAL  K  ELK     L   E E  PTSELSWQQ.K   NV EL................   TI DE   MTLAR DAK E LR

lcl|Query_7681758  549            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B             QL  EL    E LR  E   LA  RA   K  ELK V   L   E E  PTDPFRWQK.N  .N  ELTR S  SR RDV  AQ  VKL GQ   M HQK IAK E IN

lcl|Query_7681765  565            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B             QLE EL    E LR  EM  L   RAL  K  ELK     L   E E  .....ILSKEK   T  DLIM T  SR  EV QTR   TV EN   MALDK NER N MK

lcl|Query_7681756  602            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B               E EL      LR  E   L   RAL  K  EL          E E  SELEQMRDRHKET I  EMTKAR  HT SEY SAQ   SV EE  QAILNEWDTR K LE

lcl|Query_7681767  551            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B               E EL      LR  E   L   R    K    K V   L   E E  .....KWEK.KRV T  DVIRGT  LR FEV RSR EIMI EDKV S LEK DER N MA

lcl|Query_7681757  597            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B             QLE       E LR   M   A   AL  K  ELK V       E E  ...ESNLHKHN   ADIEMLR S  HKD DLR AHE  DA DQ   A VGKWDFK K LD

lcl|Query_7681779  591            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B             QL        E LR   M   A   AL  K  ELK V   L     E  ...ESNLHKHS  KADIDMLK S  EKD DLS AYK  DA DR   A VGR DVRDK LD

lcl|Query_7681783  591            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B             QLE       E LR   M   A   AL  K  ELK V   L     E  ...EYSLHKHN   ADIDMLK S  QKD DLT AYK  DA DR   A VGR DVRDK LD

lcl|Query_7681772  590            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B             QLE       E L    M   A   AL  K  ELK V       E E  ...KSNLHKHN   ADIEMLK S HQKD DLR AHE  DA DQ   A MRRWDVK . VD

lcl|Query_7681781  592            KdG KG    B KG  KG  KG  KdG  B  KdG B   B   B B             QLE       E LR   M   A   AL  K  ELK V       E E  ...ESNLHKHN   ADIEMLR C  HKD ELR AHE  DA DQ   A LKKWDVK R LR
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lcl|Query_7681764  651         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG          D      L   AQER G    G LA EKLQ EAAQL  EVEAAT AL KL  RLKEEMTE ANDMKK YAL    I EKSI D  I    L     ..      S  Q  AE

lcl|Query_7681774  651         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG          D      L   AQER G    G LA EKLQ EAAQL  EVEAAT AL KL  KMKEEA.E ANDLRK YAL    L EKSI D  I    I     ..      N  H  AE

lcl|Query_7681775  647         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG          D      L   AQER G    G LA EKLQ EAAQL  EVEAAT AL KL  GLKDEMIE ANDLKK YTL    I EKSI E  I    L     ..      S  L  VE

lcl|Query_7681759  646         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG          D      L   AQER G    G LA E LQ EAAQL  EVEAAT AL KL  KLEETV.E ANDLRK YAL    F EKSV D  I R  L     ..      S  Q  TE

lcl|Query_7681766  650         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG          D      L   AQER G    G LA EKLQ EAAQL  EVEAAT AL KL  MLKEELNE ANDPRK YAL    I DGSI D  L    L     ..      C  S  ID

lcl|Query_7681770  659         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG          D      L   AQER G    G LA EKLQ EA QL  EVEAAT AL KL  RMKEE.VE ADGLKK YAL    I EKSI E  I    L  T  ..      S  R  AD

lcl|Query_7681768  648         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG          D      L   AQER G    G  A EKLQ EAAQL  EVEAAT AL KL  RIKDEMLE ANDLNK YSL    I EKSI DW I    L     ..      C  Q  AG

lcl|Query_7681762  652         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG          D      L   AQ R G    G LA EKLQ EAAQL  EVEAAT AL KL  RLKEEMIN ASDLRK HEL  Q V EKSM D  I    L     ..      S  E  VE

lcl|Query_7681773  648         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG          D      L   AQER G    G LA EKL  EAAQL  EVEAAT AL KL  KLKEEAVE ANDLRK YSL    I ESSV D  I   KL     ..      S  Q  AE

lcl|Query_7681780  690         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG          D      L   AQER G    G LA EKLQ EAAQL  E EAAT AL KL  RLKEEMVE ANDLKK YAL    I EISI D  I    L     .. I    S  Q  AE

lcl|Query_7681782  649         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG          D      L   AQER G    G LA EKLQ EAAQL  EVEAAT AL KL  RMKEETME ANHLKN YAL    I EKSV D  I    L     ..      S  H  AE

lcl|Query_7681771  643         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG          D      L   AQER G    G LA EKLQ E AQL  EVEAAT AL KL  KMKEMT.R ADDLMQ YAL    I EKST D  I    L T   ..      S  Q  AE

lcl|Query_7681760  652         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG                     AQ   G    G LA E LQ EAAQL  EVEAAT AL KL  KMKEEMDEEGKHLREQYTL  DNV .... D  I R  F     ..      S  Q  TD

lcl|Query_7681761  649         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG          D      L   AQER G    G LA EKLQ E AQL  EVEAAT AL K   EMK....G KDGIKQ YAL    I DKSV D  I    F V   ..      S  Q IAE

lcl|Query_7681777  647         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG          D          AQER G    G LA EKLQ E AQL  EVEAAT AL KL  KMKNMT.R ADGPRQSYVL    T EKST D  V    F G   ..      T  Q  AE

lcl|Query_7681763  592         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG          D      L   AQER G    G LA EKLQ EAAQL  EVEAAT AL KL  KVREEVTE SNDLKR YAL    I EKSL D  I    L     ..      N  Q  AE

lcl|Query_7681778  647         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG          D      L   AQER G    G LA EKLQ E AQL  EVEAAT AL KL  KMKEMT.Q ADGVRQ YAL    T EKST Y  V    F R   ..      S  R  AE

lcl|Query_7681769  627         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG          D           QER        LA EKLQ EAAQL  EVEAAT  L KL  KAKDMATE ANDHKMVYAMT   IAEKTMDD  I    L     ED      ST Q  AE

lcl|Query_7681758  607         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG          D      L   A ER G    G  A EKLQ    QL  EV AAT AL KL  KMKEKT.R RDDLKQ NAL K  T EKSI DP I    LKKT  ..  N   S  Q  VE

lcl|Query_7681765  620         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG          D      L    QER G    G LA EKL  EAAQL  EVEAAT AL KL  EMKQELTK ADDLRK YEMV   I DKSI E  I   EL     ..      S  E  TE

lcl|Query_7681756  662         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG                     A    G      L  EKLQ EAAQL  EVE AT AL  L  KLQENVQEEVNGLQKPQAI DDGI NRSIEE TM    L     ..   V  S  RN AN

lcl|Query_7681767  605         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG          D      L   AQER G    G LA EK   EAA    E EAA  AL K   EMKWELSQ VDELRR YAM    I ERTM E  I  MEL   EI.. I   VS  E IME

lcl|Query_7681757  654         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG          D      L     E  G    G     KLQ EAA    E  AAT AL KL  EV.EELQK PIDMKE PVLSN TT GSIT EMELK   I   EV.. AL   T  K  AD

lcl|Query_7681779  648         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG          D      L   A E         L   K   E      E  AA   L KL  KL.QELSI PYDIRR SSA D ATKDNIVEE ELQ HEI SVEV.. AL  STM K  AN

lcl|Query_7681783  648         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG          D      L   A E       G     K   E      E  AA   L KL  KL.EELSI PYGTRK SRV D ATEDNIA EAELQ HEM SVEM.. AL  STM K  AD

lcl|Query_7681772  646         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG          D                           LQ EAA    E  AAT  L KL  KL.EGFLK PSDIKRPSDFSVH.........MGLQN  T   EV.. AL   TT K  AD

lcl|Query_7681781  649         B      B   KddG B    B KG KddG KdddG  KddddG KG KG          D      L     E       G      LQ  AA    E  AAT AL KL  EL.EELP. PSATNE AGFSS TTEGGIV EMELPE  ID  EV.. AL   T  R  AD
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lcl|Query_7681775  705 KG  KG            B                                    B    MS  LL            D                                    E      RE  NKANLSIM...A ..ADAETDISMFLQNYSDPGIS..MFGNN...ECLK VKTG

lcl|Query_7681759  703 KG  KG            B                                    B    MS  LL            D                                    E      GE  NKASLSIE...T ..TD....NTIFPESRFDPRIS..VIENN...ECLT VGSE

lcl|Query_7681766  708 KG  KG            B                                    B    M   LL            D                                    E     GRQ  NKASVSLD...A ..ND....ASVLPQDDSDTGID..VVGHS...ECLT VKYE

lcl|Query_7681770  716 KG  KG            B                                    B    MS  LL            D                                    E      RE  KKASFCAE...V ..I....DTLVFPEPGNDPRTS..VIENN...ECLI AQKE

lcl|Query_7681768  706 KG  KG            B                                    B    MS  LL            D                                    E      RE  NKANLSVE...A ......DNVDMFTQSSSDSKIS..IFENN...ECLK VKTG

lcl|Query_7681762  710 KG  KG            B                                    B    M    L            D                                    E     THEF GTASLSIE...V ..TDA........SGLHEELSD..MTSSDENSECFT VKMQ

lcl|Query_7681773  706 KG  KG            B                                    B    MS  LL            D                                    E      RE  NKASLSIE...A ..AD......IFMPNGSGPGLV..LLENN...ECFK VKTE

lcl|Query_7681780  748 KG  KG            B                                    B    MS  LL            D                                    E      RE  NKASMSVE...A ..SD....TSIFVQRSSDPMLS..MIENN...ECFT VQTG

lcl|Query_7681782  707 KG  KG            B                                    B    MS  LL                                                        CE  HNVSLSVD...SE..TD....TAIFLPNGFDPWLS..MHENN...EHFTKVKTE

lcl|Query_7681771  700 KG  KG            B                                    B     S  LL            D                                    E    L RE  NKASLSIE...A ..YN....NSLLLGDSPGTAAN..VASSG...ECLA VYTE

lcl|Query_7681760  706 KG  KG            B                                    B    MS  LL            D                                    E      RD  NKAGRSLE...A ..IGS...RSIRIQQHDDDNNG..VNGIDNNNSRFN VKVE

lcl|Query_7681761  703 KG  KG            B                                    B    MS  LL            D                                    E      RE  NKTGLCVELEAS ..YDM....SLYKKDNTEARIN..TINAN...KCSV VQSE

lcl|Query_7681777  704 KG  KG            B                                    B     S  LL            D                                    E    L RD  NKASLTIE...A ..YD....SSLLLVDIPETAAN..VSSSF...ECLA VYSE

lcl|Query_7681763  650 KG  KG            B                                    B    MS  LL            D                                    E      RQ  NKAILSVE...A ..NY.....ISVMQNNANKTPD..SITDTNNPECFE VKAR

lcl|Query_7681778  704 KG  KG            B                                    B     S  LL            D                                    E    F RG  NRASLTIE...A ..YD....SSLWLVDIPETAAN..VSSSF...ECLA VYTE

lcl|Query_7681769  687 KG  KG            B                                    B    MS  LL            D                                           QQ  NKAMPSVE...A ..SY.....TSLMQNNNDINLN..LITNINCIDCLAVVKAG

lcl|Query_7681758  664 KG  KG            B                                    B     S  LL            D                                         L RD  NKGILTIE...S ..YD....NSLLLVAHSEAAVN..VTSSV...QYLAKVHTE

lcl|Query_7681765  678 KG  KG            B                                    B    MS  L             D                                    E      RE VRTTSLLID...A ..YDLD......VSTKNIPERE..VPVVEN..GCFA LKTE
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lcl|Query_7681767  663 KG  KG            B                                    B    MS  LL            D                                    E      RE  RATSVIVD...A ..SDVD......VSMGI....E..RCGFED..PGFE LRME

lcl|Query_7681757  711 KG  KG            B                                    B    MS   L            D                                    E      KKY R....CRK...A ..SGI...GLVASESANIGKANSR.MELNNKMDVIF AKQE

lcl|Query_7681779  705 KG  KG            B                                    B         L            D                                    E    VTKEF R....NGR...T ..SGT...NLVASKNSNISEGASK.MGPQRKINVIL AKKE

lcl|Query_7681783  705 KG  KG            B                                    B         L            D                                    E    VTKKF R....SGR...T ..SGT...NL....DSNVSEGASE.LEPQRKLNVIL AKKE

lcl|Query_7681772  694 KG  KG            B                                    B    M    L            D                                          AKGF R....SGK...T ..SGI...NLVASPSVNSTRIVSK.TKPNKEMDMILDAEKE

lcl|Query_7681781  705 KG  KG            B                                    B    M                 D                                    E     TKDFFK....HVK...A ..SGI...NLVASESQKIIKCDPK.MEVHKKTDVIL AEKE
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lcl|Query_7681770  762   KG  KdG KG  KG                                              R   LTE LV  AG                                            VA ISA   Q  KE  IV.GVADQ...........                         
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